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Riassunto 
 
 
Tbx5 è un fattore di trascrizione coinvolto nel differenziamento cellulare dei 
cardiomiociti e nella morfogenesi cardiaca. Nell’uomo la mutazione di questo gene 
causa diverse forme di malformazioni cardiache e degli arti superiori, che si 
riconoscono nella sindrome di Holt-Oram. Analisi bioinformatiche e studi di 
microarrays hanno posto in evidenza come a valle di Tbx5 vengano regolati tutta una 
serie di geni che sono a loro volta coinvolti nello sviluppo cardiaco. Inoltre, alcuni dei 
geni regolati da Tbx5 contengono al loro interno dei microRNA che vengono 
attivamente espressi, e partecipano a loro volta a regolare ed affinare tutto il processo di 
differenziamento cellulare e morfogenesi del tessuto cardiaco. 
Lo studio da me condotto prende in esame in particolare i geni slit 2 e slit 3, 
importanti per lo sviluppo neuronale, per i quali è stato recentemente dimostrato un 
ruolo nella morfogenesi cardiaca. Il mio studio evidenzia il loro rapporto di dipendenza 
da Tbx5, e valuta le possibili funzioni del miR-218, che si trova all’interno di un introne 
in entrambi i geni slit. 
Tutti gli esperimenti sono stanti condotti utilizzando Danio rerio come sistema 
modello, in quanto l’enorme prole prodotta giornalmente, la semplicità morfologica del 
cuore, ed il suo precoce sviluppo lo rendono ideale per studi di cardiogenesi. Inoltre, le 
prime fasi di sviluppo di Danio rerio avvengono anche in assenza di un apparato 
cardiocircolatorio funzionante, il che è ottimale per studiare totali o parziali disfunzioni 
di esso. 
I geni e i miRNA sopracitati sono stati studiati soprattutto tramite tecniche di 
microiniezione, valutando quindi i difetti morfologici e funzionali che una loro sovra- o 
sotto-regolazione provocavano nelle prime fasi di sviluppo. 
I mutanti ottenuti con le microiniezioni sono stati analizzati tramite ibridazioni 
in situ per caratterizzare i geni deregolati. L’espressione dei geni e dei microRNA in 
studio è stata, infine, alterata mediante microiniezione in linee transgeniche esprimenti 
GFP o RFP sotto il promotore di geni specifici per il miocardio (cmlc2) o per 
l’endotelio (flk1). Questo approccio ha permesso di valutare in maggiore dettaglio, 
tramite microscopia confocale, l’alterazione morfologica del cuore o dei vasi 
conseguente a tale deregolazione.  
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Le analisi condotte hanno rivelato come la funzione di Tbx5 e del miRNA 218 
siano strettamente connesse in processi riguardanti la morfogenesi cardiaca e come 
entrambi svolgano dei ruoli sia nella crescita che nella giusta strutturazione delle 
camere cardiache. Inoltre è stato definita una finestra temporale nella quale il miRNA 
218 riesce a svolgere la sua azione, prima della quale non sembra avere effetto. Infine è 
stato dimostrato che la sovra-regolazione del miRNA 218 provoca un’alterazione del 
pattern di espressione del gene tie 2 un gene molto espresso a livello della valvola atrio-
ventricolare.  
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Abstract 
 
 
Tbx5 is a transcription factor involved in cardiomyocyte differentiation and 
cardiac morphogenesis. In humans, mutations in this gene cause different forms of 
congenital heart and upper limbs malformations, which are recognized in the Holt-Oram 
syndrome. Bioinformatic analysis and microarray studies have highlighted that Tbx5 
could regulate hundreds of downstream genes that are also involved in cardiac 
development. In addition, some of the genes contain within them microRNAs that are 
actively expressed, and in turn, participate to adjust and refine the whole process of 
cardiac cell differentiation and morphogenesis.  
My study examines in particular the slit2 and slit3 genes, identified as important 
in neuronal development, and for which it was recently shown a role in cardiac 
morphogenesis. My research shows their relationship with Tbx5, and evaluates the 
possible functions of miR-218, which is located within an intron of both slit genes.  
All the experiments were performed using zebrafish as a model system, because 
the daily huge offspring produced, the morphological simplicity of heart, and his rapid 
development make it ideal for cardiogenesis studies. In addition, the early stages of 
development in zebrafish occur also in the absence of a functioning circulatory system, 
useful feature for studying total or partial cardiac dysfunction. 
The aforementioned genes and miRNAs have been studied mainly by 
microinjection techniques, evaluating morphological and functional defects that their 
over-or under-regulation caused in the early stages of development. 
The mutants obtained with microinjections were analyzed by in situ 
hybridization to characterize the deregulated genes. The expression of genes and 
microRNAs in the studio was finally altered by microinjection in transgenic lines 
expressing GFP or RFP under the promoter of specific genes of the myocardium 
(cmlc2) or the endothelium (flk1). This approach enabled us to evaluate in more detail, 
using confocal microscopy, the morphological abnormalities of the heart or blood 
vessels that result from the miRNA/gene deregulation. 
Our studies revealed that Tbx5 and miRNA 218 functions are closely linked in 
processes related to cardiac morphogenesis and that these two regulators play roles in 
both growth and heart chamber morphogenesis. It was also defined a specific time 
window in which the 218 miRNAs can carry out its activity, before which it seems to 
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have no effect. Finally it was demonstrated that the upregulation of miRNA-218 causes 
an alteration of the expression pattern of tie2, a gene which is highly expressed in the 
atrio-ventricular valve structure. 
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Capitolo 1: Introduzione 
 
 
1.1  Sviluppo del cuore nei vertebrati 
 
Il cuore è il primo organo che si forma e diventa funzionale negli embrioni dei 
vertebrati, e tutti gli eventi successivi nella vita degli organismi dipendono dalla sua 
corretta funzionalità. Lo sviluppo del cuore comprende l’integrazione di molti tipi 
cellulari, che vanno a formare l’organo cardiaco stesso e lo connettono al sistema 
vascolare. Durante tutti questi processi di rimodellamento, il cuore continua a svolgere 
la sua funzione di pompaggio (Liu and Olson, 2010).  
Il cuore è una struttura asimmetrica, che riceve la sua polarità dai tre assi 
corporei antero-posteriore dorso-ventrale e medio-laterale. Durante lo sviluppo, molti 
dei processi morfogenetici sono guidati da questi tre assi, e dai vari fattori che si 
dispongono differenzialmente in essi, guidando la morfogenesi a livello molecolare 
(reviewed in Brand, 2003). 
Il cuore nella maggior parte degli esseri superiori deriva dalle cellule provenienti 
dalla parte anteriore della stria primitiva, che durante lo sviluppo migrano lateralmente e 
si dividono in due gruppi, che si andranno poi a ricongiungere in fasi ancora più tardive. 
Da questi gruppi di cellule, collocati nella loro posizione definitiva, attraverso  tutta una 
serie di eventi morfogenetici, si differenziano i vari tipi cellulari che si riorganizzano 
nello spazio, andando mano a mano a definire la struttura cardiaca completa (Fig. 1.1; 
Garcia-Martinez and Schoenwolf, 1993).  
Inizialmente viene formato un unico tubo allungato di dimensioni ristrette, già in 
grado di effettuare correttamente la contrazione e quindi svolgere il ruolo di pompaggio 
dei fluidi. Da questo tubo, comune a tutti i vertebrati, ogni specie evolve la sua 
particolare struttura cardiaca, generando un numero variabile di camere e distribuendo 
queste nello spazio in maniera diversa. 
 9 
 
  
 
Figura 1.1: Localizzazione dei precursori cardiaci e loro movimenti durante la gastrulazione e la 
formazione del tubo cardiaco RV:ventricolo primordiale destro, LV:ventricolo primordiale sinistro, SA: 
segmento seno atriale (Garcia-Martinez and Schoenwolf, 1993). 
 
Le camere comunemente formate sono di due tipologie, quella atriale, più 
grande e costituita da una parete muscolare più sottile, e quella ventricolare più ristretta 
ma con una parete più spessa. Queste camere, a seconda delle specie, si trovano 
suddivise o meno da setti (Brand, 2003 ). 
I processi molecolari che portano al differenziamento delle cellule in 
cardiomiociti, della loro migrazione verso la linea centrale dell’embrione e della loro 
organizzazione in un precoce corpo tubulare che si avvolge e si struttura, non sono 
compresi totalmente. Quello che è noto è che esistono tutta una serie di fattori di 
trascrizione precoci tra cui Nodal, Fgf8, Bmp2, Nkx2.5, GATA4 e Tbx20 che guidano il 
differenziamento iniziale delle cellule della stria primitiva in mesoderma precardiaco 
(Fig. 1.2). Alterazioni di questi fattori di trascrizione  sono stati associati a problemi di 
differenziamento cellulare e conseguenti anomalie nella formazione dell’organo 
cardiaco (reviewed in Brand, 2003).  
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Figura 1.2: Panoramica delle vie di segnalazione che sono implicate nell’induzione cardiogenica; in 
rosso: segnali inibitori di derivazione mesodermica; in verde: segnali di derivazione endodermica; in 
bianco: trasduttori di segnale di cui è stata dimostrata una funzione nell’induzione cardiaca (Brand, 2003). 
 
Altri sembrano invece essere i fattori implicati nella migrazione delle cellule 
differenziate verso la linea mediana dell’embrione. Sono stati caratterizzati come tali 
Mesp1, Mesp2 e Fgf4 (reviewed in Brand, 2003). 
Alcuni dei geni sopracitati sono coinvolti in processi tardivi riguardanti la 
morfogenesi cardiaca, ovvero in quei processi che riguardano il rimodellamento del 
tubo primordiale e la definizione delle camere. GATA4 e mesp1 sono tra questi, ed 
insieme a hand2 e GATA5, se alterati, generano negli embrioni un cuore bifido, che si 
contrae e svolge la funzione di pompaggio, ma che è diviso in due, in quanto il tubo 
primordiale non è riuscito a chiudersi correttamente in un’unica struttura (reviewed in 
Brand, 2003). 
Infine si hanno alcune informazioni sui geni coinvolti negli eventi più tardivi 
della morfogenesi, ovvero la definizione delle due camere (atrio e ventricolo) come 
entità distinte strutturalmente e funzionalmente, e del loro corretto rimodellamento nello 
spazio. Nodal, tbx20, tbx5 e  bmp4 sono alcuni dei geni candidati per il corretto 
ripiegamento del tubo cardiaco primordiale, in quanto una loro deplezione o espressione 
ectopica ne altera l’avvolgimento nello spazio, sconvolgendo la corretta migrazione 
cellulare (reviewed in Brand, 2003). I geni imputati come geni partecipanti alla 
determinazione specifica delle due camere, invece, variano molto tra specie e specie, 
anche perché, come detto in precedenza, il loro numero è variabile tra le specie e  spesso 
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sono strutturate tra loro in modo molto diverso. Per quel che riguarda questo lavoro di 
tesi è importante sapere che nkx2.5, tbx5 e GATA4, nello zebrafish, sono importanti per 
la corretta specificazione di atrio e ventricolo, in quanto regolano meccanismi che, 
promuovendo tutta una serie di cascate geniche, determinano il loro differenziamento 
(reviewed in Brand, 2003). 
 
 
1.2   Sviluppo generale e cardio-specifico dello zebrafish 
 
Nel lavoro di tesi è stato utilizzato come sistema modello lo zebrafish. Lo 
zebrafish è un pesce tropicale di acqua dolce, appartenente alla famiglia di pesci 
cyprinidae, dell’ordine dei ciprinoformi. 
È utilizzato come sistema modello in quanto non ha un periodo di riproduzione 
definito e quindi può generare ogni giorno, per tutta la durata dell’anno, un ingente 
numero di uova. Le uova sono semplici da manipolare in quanto presentano un diametro 
totale (diametro del corion) di circa 1 mm e dei diametri rispettivi del vitello e della 
prima cellula di 0,6 mm circa e 0,4 mm circa. Inoltre sono facili da raccogliere in 
quanto la fecondazione è esterna (Ackermann and Paw, 2003). 
Il grande vantaggio nell’utilizzo dello zebrafish però, consta nel fatto che i suoi 
tempi di sviluppo sono eccezionalmente veloci. Lo zebrafish riesce infatti a sviluppare 
tutti i tessuti ed i primordi degli organi in sole 24 ore, e per quanto riguarda il cuore, 
organo di nostro interesse, esso alle 36 ore ha già terminato tutte le fasi di morfogenesi 
fino a quella di looping (Kimmel et al., 1995). 
Lo zebrafish lascia largo spazio alle manipolazioni genetiche, in quanto per le 
prime 14 ore compie solo divisioni riduzionali che vanno ad aumentare il numero di 
cellule ma non il loro volume totale, e quindi una sostanza iniettata inizierà a subire 
eventi di diluizione solo tardivamente, svolgendo appieno il suo ruolo nelle prime fasi e 
declinando il suo effetto solo in seguito. In aggiunta, al contrario di moltissimi altri 
animali, lo zebrafish mantiene un contatto diretto tra le prime cellule ed il vitello, senza 
quindi che esse si chiudano completamente nella parte a contatto con esso. Ciò significa 
che molecole piccole come morfolini o miRNA mimic risultano iniettabili nel vitello 
anziché nella cellula, permettendo un rilascio di essi nell’embrione più graduale ed 
omogeneo, e facilitando la metodica dell’iniezione (Zhong et al., 2001).  
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Scendendo nel dettaglio dello sviluppo dello zebrafish, esso si può ritenere uno 
tra i più veloci a svilupparsi per quanto riguarda i pesci; le uova schiudono naturalmente 
72 ore dopo la fertilizzazione, e l’embrione può ritenersi completo di tutti i suoi organi 
già a 48 ore dopo la fertilizzazione (Kimmel et al., 1995). 
L’embriogenesi è stata suddivisa in sette periodi distinti che vanno dalla 
fertilizzazione alla schiusa: zigote (da 0 a 45 minuti dopo la fertilizzazione), solco della 
prima divisione cellulare (da 45 minuti a circa 2 ore dopo la fertilizzazione), blastula (da 
circa 2 ore a circa 5 ore dopo la fertilizzazione), gastrula (da circa 5 ore a 10 ore dopo la 
fertilizzazione), segmentazione (da 10 a 24 ore dopo la fertilizzazione), faringula (da 24 
a 48 ore dopo la fertilizzazione), schiusa (da 48 a 72 ore dopo la fertilizzazione) (Fig. 
1.3).  
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Figura 1.3: Sviluppo dello zebrafish dal momento della fecondazione fino alle 72 ore di vita 
(Kimmel et al., 1995) 
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Il periodo di zigote comprende tutti quegli eventi che portano alla definizione e 
all’accrescimento della prima cellula. L’entrata del gamete maschile nella cellula uovo 
infatti induce un susseguirsi di onde calcio che stimolano la contrazione del 
citoscheletro actinico, riuscendo così ad indirizzare tutto il citoplasma privo di vitello al 
polo animale dell’uovo, formando il blastodisco apicale (Leung et al., 2000). In seguito, 
durante il periodo che va dal solco della prima divisione alla blastula, si ha la 
segmentazione discoidale, ovvero una segmentazione meroblastica (divisioni cellulari 
non complete) che ha luogo soltanto nel blastodisco. Le prime divisioni sono sincrone 
ed estremamente rapide, con una durata di all’incirca 15 minuti ciascuna, ed esse 
partecipano all’origine del blastoderma. Inizialmente (fino a 4 cellule) le cellule 
mantengono le connessioni l’una con l’altra e con il vitello sottostante, in modo tale che 
le molecole di ridotte dimensioni possano liberamente fluire dal vitello ai blastomeri o 
da un blastomero all’altro (Kimmel and Law, 1985).  
Nel periodo finale della fase di blastula iniziano i movimenti di epibolia, che 
portano al ricoprimento da parte delle cellule di tutto il vitello, iniziando la formazione 
dei foglietti embrionali. Durante il periodo di gastrulazione l’epibolia termina ed 
iniziano tutta una serie di movimenti cellulari morfogenetici quali l’involuzione, la 
convergenza e l’estensione che portano alla formazione degli assi embrionali e 
definiscono i foglietti embrionali. 
Dopo la gastrulazione inizia il processo di segmentazione in cui si formano i 
somiti, compare la coda, l’animale inizia a muoversi e si iniziano a distinguere i 
primordi cellulari che formeranno i  vari organi. Infine, nella fase di faringula, si 
sviluppano gli archi faringei e le pinne, inoltre l’embrione inizia a pigmentarsi. A 72 ore 
le uova si schiudono grazie all’accumulo nello spazio intra-coriale di enzimi proteolitici 
diretti contro particolari proteine presenti nel corion, secreti dalle ghiandole della 
schiusa (Kimmel et al., 1995). 
Entrando nel merito dell’organo cardiaco, esso, nello zebrafish, compie tutti gli 
eventi di morfogenesi essenziali tra le 36 e le 48 ore. Il cuore dello zebrafish ha una 
struttura semplice rispetto a quella di molti altri vertebrati, presenta solo due camere, un 
atrio ed un ventricolo, comunicanti tra di loro tramite il canale atrio ventricolare 
(AVC).Queste tre strutture sono ben differenziate a livello di proprietà elettriche, 
fisiologiche e strutturali, questo grazie anche all’espressione di un diverso set genico 
camera o canale specifico (Yelon et al., 1999). Tra i geni espressi differenzialmente è 
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opportuno citare vmhc, amhc, cmlc2, notch1b, tie2 e flk1, in quanto verranno largamente 
usati come marcatori nel lavoro di tesi, per saggiare eventuali cambiamenti di 
morfologia cardiaca o delocalizzazione dei marcatori stessi (Fig. 1.4). 
Amhc (atrial myosin heavy chain) e Vmhc (ventricular myosin heavy chain) 
sono  miosine espresse specificatamente dalle cellule che compongono il miocardio 
rispettivamente dell’atrio e del ventricolo (Auman et al., 2007); Notch1b è una proteina 
legante il calcio, coinvolta in processi di neurogenesi assonale ed espressa anche 
selettivamente nel canale atrio ventricolare (Langenbacher et al., 2011); Cmlc2 (cardiac 
myosin light chain 2) è una miosina espressa generalmente nel miocardio, sia atriale che 
ventricolare (Auman et al., 2007); Flk1 è una proteina con attività tirosina kinasica 
molto espressa nei vasi sanguigni  e nell’epitelio che riveste il miocardio (Bussmann et 
al., 2008); Tie2 è una proteina con attività ATP binding coinvolta nello sviluppo del 
cuore ed espressa selettivamente nel canale atrio ventricolare e nei tratti di entrata ed 
uscita del flusso sanguigno (Gjini et al., 2011). 
 
Figura 1.4: Schematica morfologia del cuore di zebrafish e localizzazione di alcuni marcatori nel 
contesto cardiaco. 
 
L’organogenesi del cuore dello zebrafish rispecchia appieno le fasi citate in 
precedenza, trattando l’organogenesi cardiaca dei vertebrati. Il destino delle cellule del 
blastoderma viene fissato subito prima della gastrulazione e nella blastula queste cellule 
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vengono specificate in una zona mesodermica posta a metà tra il mesoderma ventrale e 
quello dorsale. 
Durante la gastrulazione i precursori dei cardiomiociti, situati inizialmente nella 
lamina laterale del mesoderma in due zone adiacenti alla linea mediana, vanno ad 
allinearsi lungo l’asse dorso ventrale (Ackermann and Paw, 2003). Dalle 19 ore dopo la 
fertilizzazione i due gruppi di cellule pericardiche iniziano a migrare in posizione 
mediale, arrivando a fondersi una volta raggiunta la linea mediana, ed originando un 
tubo cardiaco. A 22 ore, cioè poco dopo la chiusura del tubo, il cuore inizia a battere e 
già a 24 ore la circolazione del sangue viene innescata (Ackermann and Paw, 2003). Gli 
eventi morfologici successivi consistono nella definizione delle due camere a partire dal 
tubo primordiale e nel loro ripiegamento, che darà al cuore una forma ad S, orientando 
il tratto di uscita del ventricolo a sinistra rispetto alla linea mediale e quello di entrata 
dell’atrio a destra (Morton et al., 2008). L’ultimo evento implica la formazione delle 
valvole cardiache, che impediscono al sangue di refluire attraverso moti retrogradi, e 
quindi gli permettono di scorrere in un’unica direzione (Ackermann and Paw, 2003) 
(Fig. 1.5). 
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Figura 1.5: Organogenesi del cuore nello zebrafish (Ackermann and Paw, 2003) 
 
 
1.3   Tbx5 
 
Tra i geni identificati come importanti per il corretto sviluppo del cuore, Tbx5 
rappresenta sicuramente  un gene chiave altamente conservato negli organismi superiori 
(Begemann et Ingham, 2000). Tbx5 appartiene alla famiglia di fattori di trascrizione T-
box, fattori codificanti per un dominio di 180 amminoacidi implicato nel binding al 
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DNA ed alla dimerizzazione, e con una regione carbossi-terminale probabilmente 
implicata in interazioni proteina proteina (Tada and Smith, 2001) (Fig. 1.6). 
 
 
Figura 1.6: Omologie tra le sequenze amminoacidi che di Tbx5 nei vertebrati (Begemann et Ingham, 
2000). Comparazione di una parte della sequenza amminoacidica della proteina Tbx5 di uomo, pollo, 
xenopus e zebrafish. La parte sottolineata corrisponde al dominio T-box. 
 
In tutte le specie in cui è stato studiato, tbx5 è stato associato allo sviluppo 
cardiaco e degli arti superiori. Alterazioni dei livelli di questo fattore di trascrizione 
sono state eseguite in pollo, topo, Xenopus e zebrafish, e tutte hanno portato ad 
alterazioni catastrofiche nello sviluppo cardiaco (Yamada et al., 2000; Bruneau et al, 
1999; Begemann et Ingham, 2000). In queste specie Tbx5 viene espresso fin dalle 
primissime ore di sviluppo, nel momento in cui le cellule iniziano a differenziarsi in 
cardiomiociti. Nel pollo e nel topo in aggiunta, nelle fasi di sviluppo più tardive, ovvero 
in quelle fasi dove vengono a definirsi le diverse camere cardiache, Tbx5 sembra 
permanere soltanto negli atrii e nel ventricolo sinistro (Bruneau et al, 1999), 
contribuendo alla determinazione asimmetrica dell’organo, mentre nello zebrafish, 
completato il looping, Tbx5 mostra un’espressione maggiore nel ventricolo e più debole 
nell’atrio (Garrity et al, 2002).  
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Embrioni di pollo e di topo depleti per tbx5 non sono vitali, a causa dei troppi 
danni a livello cardiaco. Inoltre in pollo ed in topo è stato evidenziato come una 
overespressione di Tbx5 porti ad una perdita di specificità delle camere, ovvero si 
perdono l’asimmetria di espressione tra ventricolo destro  e sinistro, le caratteristiche 
morfologiche distintive, e viene a mancare il setto formandosi quindi un unico 
ventricolo.  (Horb and Thomsen, 1999; Hatcher et al., 2001; Liberatore et al., 2000). 
Questi cambi fenotipici indicano che Tbx5 regola la differenziazione dei muscoli 
cardiaci.  
In zebrafish una deplezione di questo fattore, anche se parziale, provoca la 
crescita di embrioni recanti un cuore di morfologia aberrante, completamente allungato 
(heartstring), privo di looping quindi, e presentante una ridottissima trofia sia atriale che 
ventricolare (Fig. 1.7; (Begemann et Ingham, 2000; Garrity et al., 2002). Questi 
embrioni sono vitali solamente per il fatto che essi non hanno bisogno dell’apparato 
cardio-vascolare per sopravvivere  nelle prime fasi di vita. 
 
Figura 1.7: Morfologia aberrante del cuore di zebrafish (a sinistra più lieve ed a destra piu’ forte) 
dovuta ad una deplezione di Tbx5 (Garrity et al., 2002) 
 
Nello zebrafish inoltre esiste un’altra isoforma di Tbx5, Tbx5B, la cui perdita 
causa alterazioni molto meno gravi nello sviluppo del cuore, e con una penetranza 
molto inferiore (Albalat et al.,2010). È per questo che nel lavoro svolto ci 
concentreremo solo su Tbx5A, in quanto è la forma la cui assenza ha conseguenze più 
gravi sul fenotipo cardiaco. 
Per quanto riguarda le interazioni a livello molecolare, alcuni studi hanno 
rivelato che Tbx5  è associato e contatta fisicamente la omeoproteina cardiaca Nkx2.5, 
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essenziale nello sviluppo del muscolo cardiaco. Inoltre è stata dimostrata un’interazione 
tra Tbx5 e GATA4, che sinergicamente attivano il promotore di ANF (atrial naturetic 
factor), un altro gene implicato nello sviluppo cardiaco (Bruneau et al., 2001; Habets et 
al., 2002). Queste evidenze suggeriscono che Tbx5 possieda interfacce multiple, 
necessarie per le diverse interazioni proteina-proteina. Quindi, i cambiamenti nei livelli 
di Tbx5 nei cardiomiociti differenzianti  potrebbero affliggere il controllo trascrizionale 
dei geni cardiaci disturbando il bilanciamento di tutta una serie di interazioni, 
comprendenti un fine equilibrio tra Tbx5, Tbx20, GATA4 e Nkx2.5 (Bruneau et al., 
2001; Habets et al., 2002). 
In campo clinico Tbx5 è stato molto studiato in quanto è il principale fattore 
implicato nella sindrome di Holt-Oram. Questa sindrome è autosomica dominante e 
affligge una persona su 100.000 nati vivi (Holt and Oram, 1960). Negli individui affetti 
da questa malattia sono state frequentemente rilevate mutazioni nella sequenza 
amminoacidica del dominio T-box di tbx5. Le patologie riscontrate in questi individui 
prevedono malformazioni cardiache e degli arti superiori. Nell’uomo, come negli altri 
vertebrati,  gli effetti di una mutazione nel fattore di trascrizione Tbx5 non sono 
riconducibili ad un unico fenotipo, bensì esiste una larga gamma di effetti riscontrati 
con variazioni molto ampie anche all’interno di malati appartenenti alla stessa famiglia.  
E’ stato ipotizzato che questa caratteristica della malattia, che rende anche molto 
difficile la sua identificazione senza un’appropriata analisi genetica,  sia dovuta al 
delicato equilibrio tra Tbx5 e le altre molteplici proteine con cui interagisce ed assieme 
alle quali regola il processo di sviluppo e differenziamento. Probabilmente a causa di 
questa complessa rete regolativa Tbx5 ha la capacità di regolare centinaia di geni, come 
messo in evidenza dall’analisi del trascrittoma di topi knockout per tbx5, utilizzati come 
“modello” per la sindrome Holt-Oram. Tbx5 può regolare questa pletora di geni 
direttamente o mediante un meccanismo indiretto. L’identificazione di numerosi fattori 
di trascrizione tra i geni modulati da Tbx5 supporta l’ipotesi di un meccanismo 
indiretto. Nel laboratorio dove è stato realizzato questo lavoro di tesi si è ipotizzato che 
Tbx5 possa modulare l’espressione genica indirettamente anche attraverso la 
modulazione di un’altra classe di regolatori post-trascrizionali: i microRNA. Questa 
ipotesi è supportata da un’analisi, realizzata mediante un approccio bioinformatico, che 
ha permesso d’identificare quattro microRNA all’interno di geni altamente sensibili al 
dosaggio di Tbx5 (Verduci et al., 2010) 
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1.4   I microRNA 
 
In aggiunta al controllo trascrizionale dell’espressine genica, la regolazione post-
trascrizionale dovuta ai piccoli RNA non codificanti sta emergendo come un 
meccanismo cellulare frequentemente usato per titolare l’attività dei pathways regolatori 
chiave. I micro RNA (miRNA) sono una classe di piccoli RNA non codificanti  molto 
conservati nei metazoi, lunghi circa 21-25 paia di basi, a cui è stata attribuita la funzione 
di regolare finemente l’espressione genica durante lo sviluppo e, in alcun casi, di 
interruttori chiave dei programmi genici (Zhao and Srivastava, 2007). I precursori dei 
miRNA, conosciuti come primiRNA sono trascritti dalla RNA polimerasi II e processati 
in forcine di approssimativamente 70 nucleotidi da un complesso enzimatico contenente 
Drosha, una ribonucleasi di tipo III (Lee et al, 2003). I primiRNA sono  esportati dal 
nucleo dall’esportina 5 e tagliati da Dicer, un’altra ribonucleasi di tipo III in  miRNA 
maturi di 21-25  nucleotidi (Yi, 2003; Hutvágner et al., 2001). In base alla loro 
localizzazione nel genoma i miRNA possono essere classificati come intergenici, 
intronici e esonoci. I miRNA intergenici derivano dalla loro stessa unità trascrizionale 
presente nella regione intergenica del genoma. I miRNA intronici ed esonici sono 
collocati negli introni e negli esoni di geni ospiti (geni codificanti o non per proteine) e 
sono co-trascritti di solito insieme al gene ospite. Un sottoinsieme di miRNA è inoltre 
codificato negli introni ma trascritto i senso opposto rispetto al gene ospite, tramite un 
proprio set di elementi regolatori (Bartel, 2004). 
I miRNA funzionano generalmente attraverso il loro  appaiamento imperfetto 
con una sequenza bersaglio posta comunemente nel 3’UTR di uno o più geni. Il legame 
di un miRNA col suo messaggero bersaglio guida su quest’ultimo un complesso 
enzimatico denominato RISC ( RNA Interference Silencing Complex) che porta  ad una 
riduzione dell’efficienza traduzionale e parzialmente alla degradazione del gene 
bersaglio, in modo che la sua effettiva funzionalità ne risulti diminuita. Nelle piante, 
l’appaiamento tra la sequenza del miRNA maturo e quella del gene bersaglio è perfetto 
ed ha per conseguenza la degradazione del messaggero (Bartel, 2004) (Fig. 1.8).  
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Figura1.8: Biogenesi dei microRNA (Liu and Olson 2010) 
 
I microRNA svolgono un ruolo importante anche nella regolazione 
dell’espressione genica durante lo sviluppo cardiaco. 
I primi miRNA identificati come miRNA chiave nella regolazione dello 
sviluppo e della funzionalità cardiaca sono stati il miRNA 1 e 133 (Liu and Olson 
2010). È stato dimostrato che il miRNA 1 e il 133 promuovono la differenziazione delle 
ES in mesoderma, sopprimendo i destini di endoderma o neuro-ectoderma (Chen et al., 
2005). Tuttavia, con l’avanzare dello sviluppo, i due miRNA vengono ad avere effetti 
antagonistici nella differenziazione delle linee muscolari. Il miRNA 1 promuove la 
differenziazione verso un destino cardiaco, mentre il 133 la inibisce, promuovendo un 
destino muscolare scheletrico (Ivey et al., 2008). 
Il miRNA 1 sembra regolare sia la crescita cardiaca, inibendo la traduzione di 
hand-2 (Zhao et al., 2005), sia l’elettrofisiologia del cuore regolando le proteine 
coinvolte nelle gap junction come la connessina 43 e la subunità del canale potassio 
Kir2 (Yang et al., 2007). Inoltre gli sono stati attribuiti effetti nell’inibizione di MEF2a, 
un mediatore trascrizionale implicato nel rimodellamento cardiaco (Crabtree et Olson., 
2002), e nell’inibizione dell’espressione della calmodulina regolando negativamente la 
via di segnalazione calmodulina-calcineurina-NFAT (Ikeda et al., 2009), che attiva 
appunto MEF2 e promuove la crescita cardiaca (Fig 1.9).  
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Figura 1.9: Ruolo del miRNA-1 nel differenziamento delle cellule muscolari e cardiache (Liu and 
Olson, 2010) 
 
Per quanto riguarda il miRNA 133, esso sembra agire inibiendo sia l’espressione 
di SRF (Liu et al., 2008), un gene implicato nel differenziamento della muscolatura 
liscia, sia altri geni chiave nel differenziamento in cardiomiociti.  Una sua down 
regolazione porta allo sviluppo di cuori ipertrofici, agendo probabilmente su geni  
implicati nel ciclo cellulare come rhoA e la ciclina D2 (Liu et al., 2008) (Fig. 1.10) . 
 
 
 
Figura 1.10: Ruolo del miRNA-133 nel differenziamento delle cellule muscolari e cardiache (Liu and 
Olson, 2010) 
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Nello zebrafish, il sistema modello di nostro interesse per questo lavoro, il 
miRNA 1 e il 133 sembrano modulare essenzialmente l’espressione dei geni muscolari: 
più di metà degli mRNA muscolari upregolati in embrioni di zebrafish mutanti per 
Dicer sia zigotica che materna, sono target predetti per il miR- 1 e il 133. Esperimenti 
volti a bloccare la funzionalità di questi miRNA hanno dimostrato la conseguente 
distruzione dell’organizzazione sarcomerica dell’actina nel muscolo scheletrico 
(Mishima et al., 2009). 
Un altro  miRNA ben caratterizzato che partecipa allo sviluppo del ventricolo di 
zebrafish è il miRNA 138. Una sua deplezione porta ad un’espansione dei geni espressi 
nella valvola atrio-ventricolare, nella camera ventricolare, ed impedisce ai cardiomiociti 
di maturare completamente. Questi dati dimostrano quindi che il miRNA 138 è 
implicato sia nella maturazione che nella localizzazione delle cellule cardiache in 
zebrafish (Morton et al., 2008). Il miRNA 138 inoltre ha una finestra temporale molto 
ristretta, limitata al periodo del looping del cuore. Tuttavia questo è sufficiente ad 
inibire  l’espressione dei geni della valvola atrio-ventricolare, regolando negativamente 
la molecola di adesione cellulare versicano e reprimendo il pathway dell’acido retinoico 
(Morton et al., 2008). 
Recentemente è stato scoperto un altro miRNA importante nello sviluppo 
cardiaco, il miRNA 218. 
 
 
1.5   Il miRNA 218 
 
Il miRNA 218 è un miRNA altamente conservato negli organismi superiori. 
Esistono due isoforme identiche del miR-218 nei vertebrati: miR-218-1 e miR-218-2 
codificate da un introne rispettivamente dei geni slit 2 e slit 3 (Fig. 1.11). In zebrafish i 
membri della famiglia del miR-218 sono 3: miR-218a-1 e miR-218a-2 localizzati 
all’interno dei geni slit e miR-218b intergenico. A causa della loro ubicazione, si può 
supporre che i miR-218-1 e 2 siano co-regolati con i geni slit (vedi capitolo precedente) 
(Fish, 2011; Small et al., 2010). 
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Figura 1.11: Localizzazione del miRNA 218 all’interno de geni ospiti Slit2 e Slit3 in topo (Small et al., 
2010) 
 
Il miRNA 218 è stato caratterizzato in principio in linee tumorali umane, in 
quanto veniva a trovarsi sottoespresso in linee  cellulari HPV positive, in lesioni alla 
cervice ed in altri tessuti tumorali (Martinez et al., 2008). Anche il gene slit 2 seguiva 
andamenti di espressione paragonabili sia nei tumori sopracitati che in altri tipi, come il 
tumore al seno e quello ai polmoni, pertanto è stata ipotizzata una stretta correlazione 
tra il miRNA e il suo gene ospite, implicati entrambi nello sviluppo di tumori (Martinez 
et al., 2008). 
Il miR-218 è stato in seguito caratterizzato più a fondo in studi riguardanti il 
carcinoma gastrico e la sua tendenza a sviluppare metastasi. È stato dimostrato che 
l’espressione del miR-218 diminuiva con la formazione di metastasi e con l’avanzare 
del loro sviluppo i livelli si abbassavano ancora di più. Inoltre una somministrazione del 
miRNA dall’esterno, in modo tale da riportarne i livelli ad uno stato fisiologico, 
bloccava o comunque rallentava drasticamente l’avanzamento delle metastasi e la loro 
potenza di invasione (Tie et al., 2010). Tutti questi dati suggeriscono un coinvolgimento 
del miR-218 nella migrazione cellulare, ed infatti è stato scoperto che il miRNA ha 
come bersaglio una porzione della 3’UTR del gene robo1, un gene appunto implicato 
nella motilità cellulare e recettore del prodotto di Slit. Quindi l’elevata espressione di 
Robo 1 nei tessuti favorisce la migrazione mentre l’aumento del miRNA 218, la inibisce 
fortemente (Tie et al., 2010). 
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Studi aggiuntivi hanno dimostrato che questo meccanismo non è limitato solo al 
carcinoma gastrico, ma è un evento piuttosto comune nella cancerogenesi e nella genesi 
delle metastasi (Volinia, 2006). Il sistema Slit/Robo e miR-218 ha un ruolo non solo in 
fenomeni patologici ma anche durante lo sviluppo. I geni della famiglia slit che 
codificano per proteine secrete della matrice extracellulare, i geni robo, che codificano 
per i loro recettori, e i miRNA della famiglia del 218, codificati da slit e regolatori di 
robo, costituiscono un sistema importante per la guida assonale durante lo sviluppo. 
Anche in questo caso un delicato equilibrio tra slit, robo e il miRNA 218 è stato 
imputato come responsabile della giusta migrazione dei neuroni, soprattutto attraverso 
la midline (Dickson, 2010). E’ stato inoltre dimostrato che il circuito Slit/Robo/miR-218 
è cruciale in topo per l’orientamento dello sviluppo del sistema vascolare e per 
l’organizzazione dei vasi sanguigni durante lo sviluppo. Infatti alterazioni del miR-218 
causano una migrazione alterata delle cellule endoteliali ed una ridotta complessità della 
rete vascolare nella retina (Small et al., 2010) 
Recentemente questo feedback regolatorio è stato ripreso ed analizzato nel 
contesto dello sviluppo cardiaco. È stato infatti mostrato come nello zebrafish (ma data 
l’elevata conservazione sia dei geni slit, sia dei geni robo che del miRNA 218, 
probabilmente si potrebbe estendere il concetto a tutti i vertebrati superiori) 
cambiamenti dei livelli di uno di questi tre fattori porti il pesce a sviluppare alterazioni 
gravi riguardanti la migrazione delle cellule predestinate alla formazione del cuore, con 
conseguenti malformazione dell’organo cardiaco in fasi più avanzate (Fish, et al.,2011). 
 Nel pannello riportato in figura 1.12, derivante dal lavoro in questione, gli 
autori mostrano che, mentre una riduzione del gene slit2 determina un’accelerazione 
della migrazione dei precursori cardiaci, una riduzione di robo1 e del miR-218 
comporta un rallentamento di essa (Fish, et al.,2011).  
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Figura 1.12:  Studio dell’alterazione della migrazione dei precursori cardiaci in seguito ad alterazioni 
precoci dei livelli di slit2, robo1, robo4 e  miR-218  in zebrafish (Fish et al., , 2011) 
 
A causa della complessa relazione strutturale e funzionale che lega il miR-218 al 
sistema di geni slit, per cercare di comprendere a pieno i ruolo di questo microRNA è 
importante analizzare anche le caratteristiche dell’espressione e regolazione anche dei 
geni slit. 
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1.6   I geni della famiglia slit 
 
Nei vertebrati esistono tre membri della famiglia dei geni slit. Inizialmente 
questi geni sono stati studiati nell’ambito della guida assonale. La migrazione dei 
neuroni nelle fasi precoci dello sviluppo è infatti legata ad una fine combinazione di 
forze attrattive e repulsive. Nella midline, la decisione di un assone di attraversarla o no 
appare essere determinata infatti da un bilanciamento finemente regolato, di segnali 
attrattivi e repulsivi, e dalle risposte che l’assone stesso fornisce a questi segnali 
(reviewed in Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Come segnali attrattivi sono state 
studiate le netrine, mentre il pathway di slit sembra essere uno dei principali a causare la 
repulsività degli assoni dalla midline. È stato infatti dimostrato che cellule in cultura 
sottoposte ad alterazione dei livelli di slit e robo mutano la loro propensione a migrare 
(reviewed in Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). 
Inoltre sono stati condotti degli esperimenti in vivo riguardanti l’alterazione dei 
livelli di slit 2 in zebrafish. In seguito ad un’oversepressione di slit 2 come risultato si 
otteneva un’estensione del movimento del mesoderma e della migrazione rostrale delle 
cellule nel diencefalo dorsale, risultante complessivamente in mutanti recanti ciclopia 
(Yeo et al., 2001) (Fig. 1.13). 
 
 
Figura 1.13:  Ciclopia più o meno acuta dovuta ad una oversepressione del gene slit2. (A) controllo, 
(B) lieve avvicinamento degli occhi (C) ciclopia completa (Yeo et al., 2001). Le frecce indicano l’epitelio 
pigmentato (pe) 
 
Al contrario, con una deplezione di slit 2 l’impalcatura assonale del sistema 
nervoso centrale collassava e gli assoni commissurali non erano in grado di lasciare la 
midline, in quanto la forza attrattiva era di gran lunga superiore a quella repulsiva 
(Brose et al., 1999). 
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Questo dimostra quindi che slit può funzionare come fattore regolatorio dei 
movimenti delle cellule mesodermiche durante la gastrulazione e più in particolare 
come fattore repellente; Slit 2 agisce negativamente nei movimenti di estensione 
convergente del mesoderma. 
Anche la morfogenesi cardiaca, è molto simile da un punto di vista funzionale 
alla guida assonale, in quanto sono coinvolti processi migratori repulsivi ed attrattivi, 
processi conservati dalla Drosophila all’uomo (Bussmann et al., 2007; Holtzman et al., 
2007). Per questo motivo è stato indagato un possibile ruolo di slit e robo nella 
morfogenesi cardiaca. In Drosophila è stato scoperto che, come per la guida assonale, le 
proteine Slit e Robo si accumulavano nella midline dorsale tra i progenitori miocardici 
bilaterali formando un tubo lineare (Qian et al., 2005). Alterazioni della localizzazione o 
dell’espressione di slit causavano la distruzione del corretto allineamento del tubo o del 
suo corretto assemblamento. Cuori knockout per il gene  slit di Drosophila mostravano 
una distruzione della localizzazione dei marker della polarità cellulare nel miocardio. Si 
è giunti quindi alla conclusione che il pathway  controllato da slit e robo sia cruciale per 
il corretto sviluppo cardiaco, in quanto importante per la guida dell’allineamento delle 
cellule del cuore e la loro adesione (Qian et al., 2005). Dati recenti dimostrano 
l’espressione di slit e robo anche nel cuore di topo durante lo sviluppo sebbene non vi 
siano dati a proposito del ruolo da essi svolto in questo distretto (Medioni et al 2010). In 
questo lavoro viene inoltre dimostrato che il gene slit 3 è controllato da Tbx3, un altro 
membro della famiglia dei T-box factor. Un altro elemento interessante, su cui si baserà 
gran parte del lavoro di tesi è l’osservazione, derivante dall’analisi di microarray 
effettuata in topi presentanti un’espressione ridotta del fattore di trascrizione Tbx5 
(Mori et al., 2006), che tra i geni estremamente sensibili al dosaggio di Tbx5 c’è anche 
slit2. Questo dato, in aggiunta agli altri, fornisce un buon elemento d’indagine per 
l’analisi delle intricate vie dello sviluppo cardiaco a livello molecolare, su cui appunto, 
si è investigato nel corso di questo lavoro di tesi.  
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Capitolo 2: Scopo della tesi 
 
 
Lo scopo di questo lavoro di tesi consiste nel verificare l’esistenza di un circuito 
regolatorio costituito dal fattore di trascrizione Tbx5,  i geni della famiglia slit ed i 
microRNA della famiglia del 218, e di valutare se questo circuito regolatorio possa 
avere un ruolo importante nel controllo dello sviluppo cardiaco in zebrafish. 
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Capitolo 3: Materiali e metodi 
 
 
3.1   Il sistema modello zebrafish 
 
3.1.1   Linee di zebrafish utilizzate 
 
I pesci adoperati nel corso degli esperimenti appartengono a quattro differenti linee: 
 
• una linea commerciale di pesci wild type; 
• una linea transgenica Tg(cmlc2:EGFP) recante la sequenza codificante della 
EGFP fusa con il promotore del gene cmlc2; 
• una linea transgenica Tg(cmlc2:RFP) recante la sequenza codificante della RFP 
fusa con il promotore del gene cmlc2; 
• una linea transgenica Tg(tie2:GFP) recante il la sequenza codificante della GFP 
fusa con il promotore del gene tie2; 
• una linea transgenica Tg(flk1:EGFP) recante il la sequenza codificante della 
EGFP fusa con il promotore del gene flk1. 
 
3.1.2   Mantenimento dei pesci 
 
Tutte le linee sono mantenute in un acquario Tecniplast (Varese), Zebtech 
Benchtek Aquatic system a 20 vasche. Il sistema è mantenuto ad una temperatura 
costante di 28°C, un ph di 7.5 ed una conduttività di 0,5 µS, e gli animali sono esposti 
ad un ciclo circadiano di 14 ore di luce e 10 ore di buio.  
Ogni linea è  isolata dalle altre in quanto inserita in una vasca che non consente 
la migrazione dei pesci nelle altre. 
Gli zebrafish sono nutriti tre volte al giorno con cibo SDS (UK) in granuli di 
dimensione congrua all’età, secondo le specifiche della casa produttrice.  
Dopo i 6 giorni e fino ai 2 mesi di vita gli embrioni vengono nutriti con artemia 
salina “premium artemia” (Coppens®) in aggiunta al cibo granulare. 
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3.1.3   Incroci 
 
I pesci vengono fatti riprodurre in apposite vasche da breeding sul cui fondo 
vengono aggiunte delle biglie colorate, per favorirne l’accoppiamento.  
Le vasche da breeding sono riempite con acqua prelevata dall’acquario 
principale e sono mantenute ad una temperatura costante di 28°C. 
In ogni vasca vengono messi due pesci di sesso femminile e tre pesci di sesso 
maschile, appartenenti alla stessa linea o a linee differenti. Nel caso vengano fatti 
incrociare pesci di linee differenti tutte le femmine e tutti i maschi appartengono alla 
medesima linea. 
Le uova prodotte si depositano sul fondo della vasca maggiore e sono raccolte 
tramite un retino e fatte sviluppare in piastre di Petri con una densità massima di 50 per 
piastra. 
Il mezzo di crescita per gli embrioni è costituito da acqua prelevata dal sistema a 
cui viene aggiunto blu di metilene a concentrazione finale di 7,5*10-7 M: il blu di 
metilene inibisce il proliferare di muffe e batteri. 
Per l’allevamento di embrioni che verranno utilizzati per analisi in fluorescenza 
il mezzo adoperato e’ costituito da acqua prelevata dal sistema senza l’aggiunta del blu 
di metilene. Questa precauzione è legata al fatto che embrioni cresciuti in acqua con blu 
di metilene presentano autofluorescenza alle 48 ed alle 72 ore di sviluppo. 
Il mezzo di questi embrioni viene rinnovato rigorosamente ogni 24 ore in quanto 
più propenso allo sviluppo di agenti contaminanti quali muffe o batteri. 
 
 
3.2   Microiniezioni 
 
Per le iniezioni è stato adoperato un  sistema ad aria compressa della Tritech 
Research (Los Angeles USA) dotato di due valvole per mantenere la pressione costante 
ad un valore di 27 psi. 
La seconda valvola è una elettrovalvola e può essere aperta per tempi variabili a 
seconda  della quantitaà di soluzione che si vuole iniettare negli embrioni. 
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Tutti gli esperimenti di microiniezione sono stati condotti effettuando l’iniezione 
di un nanolitro (calibrato con l’ausilio di un apposito vetrino graduata) di soluzione 
all’interno di embrioni a stadi di sviluppo compresi tra una e quattro cellule. 
Tutti i morfolini e i miRNA  mimic iniettati sono stati introdotti nel vitello degli 
embrioni, mentre gli mRNA senso sono stati iniettati direttamente nella cellula (questi 
embrioni sono stati iniettati non oltre lo stadio di una cellula). 
Gli aghi adoperati per le iniezioni sono stati ricavati da capillari di vetro “3,5” 
drummond # 3-000-203-G/X” tirati tramite  “P-30 Vertical Micropipette Puller” (Setter 
Instrument) secondo i parametri heat 450 e pull 950. 
Tutte le soluzioni iniettate negli embrioni sono state addizionate con rosso 
fenolo aggiunto in proporzione 1:10, per permetterne la visualizzazione nell’embrione e 
la quantificazione visiva del volume. 
 
 
3.3   Preparazione sonde per ibridazione in situ 
 
3.3.1   Estrazione dell’ RNA totale da embrioni di zebrafish 
 
L’RNA totale di zebrafish è stato ricavato da  30 embrioni wt a stadio 48 ore, 
congelati in azoto liquido, polverizzati  e successivamente omogenati in 700µl di 
Quiazol Lysis Reagent QUIAGEN.  L’RNA è stato estratto tramite MiRNeasy Minikit 
QUIAGEN, tramite la seguente procedura: 
 
• 140µl di cloroformio sono stati aggiunti all’omogenato contenente Quiazol, che 
è stato quindi mescolato e centrifugato per 15 minuti a 4°C a 12000 rcf. 
• Il sopranatante è stato recuperato in una nuova eppendorf  a cui sono stati 
aggiunti 1,5 volumi di etanolo assoluto. Il mix così ottenuto è stato caricato in 
apposite colonnine contenute nel kit ed in seguito centrifugato a 10000 rpm per 
15 secondi a temperatura ambiente (RT). 
• La colonnina è stata trasferita in una eppendorf pulita, dopodiché vi sono stati 
aggiunti 700µl di buffer RWT ed il tutto è stato centrifugato a 10000 rpm per 15 
secondi a RT. 
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• Terminata la centrifuga, il liquido depositatosi sul fondo della eppendorf è stato 
rimosso, la colonnina è stata lavata con 500µl di buffer RPE, ed è stata 
centrifugata 15 secondi a 10000 rpm a RT. Questo passaggio è stato ripetuto una 
seconda  volta allungando però il tempo di centrifugazione a 2 minuti a RT. 
• L’RNA è stato eluito dalla colonnina in 30µl di acqua RNAsi free ed eseguendo 
una centrifugazione  a 10000 rpm di durata 2 minuti a RT. 
La quantificazione dell’RNA ottenuto è stata eseguita spettrofotometricamente 
tramite nanodrop “NanoVue” (GE Healtcare). L’integrità dell’RNA è stata valutata 
caricando la quantità corrispondente a 1 µg su un gel di agarosio all’1,5 % in MOPS 
buffer (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid)  in un apparato elettroforetico trattato 
con NaOH. 
 
3.3.2   Retrotrascrizione 
 
Il cDNA stampo da utilizzare per il clonaggio è stato ottenuto retrotrascrivendo 
l’RNA estratto dagli embrioni di zebrafish. 1µg di RNA è stato retrotrascritto tramite 
Quantitect Reverse Trascription kit QUIAGEN secondo il seguente protocollo: 
 
• l’RNA è stato innanzitutto purificato da eventuali tracce di DNA presenti 
mescolandolo con 2µl di GDNA Wipeout Buffer  e 11µl di acqua RNAsi free 
per 2 minuti a 42°C. 
• Trascorso questo tempo al mix sono stai aggiunti 4µl di RT Buffer 5x, 1µl di RT 
Primer Mix e 1µl di Quantiscript RT, dopodichè il mix ottenuto è stato posto a 
42° per 30 minuti ed in seguito a 95° per 3 minuti.  
• Per valutare la bontà della reazione, 1 µl della mix trattata solo col Wipeout 
Buffer  ed 1 µl della mix dopo la reazione di retrotrascizione vengono utilizzate 
in una PCR di controllo utilizzando i primer per la GAPDH di Danio rerio 
(Forward: 5’-TGGAAAGTACAAGGGTGAGTTT-3’ Reverse: 5’-
GTTGGCTGGCTCCCTCTC-3’). La mix per la reazione di PCR è la seguente: 
1 µl reazione, 2 µl 5X GO Taq buffer,  0,2 µl dNTP mix (10mM ognuno),  0,2 
µl della soluzione 10mM di ognuno dei 2 primer,  0,2 µl di GO Taq polimerasi, 
6,2 µl di H2O. La PCR viene effettuata tramite un termociclizzatore Perkin 
Elmer usando 58° C come temperatura di annealing.  
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3.3.3   Clonaggio 
 
Gli inserti per i geni slit2 e slit3, necessari per la preparazione delle sonde per 
ibridazione in situ (ISH), sono stati amplificati adoperando la polimerasi Herculase (M-
Medical), il relativo buffer di reazione, 1µl di DNA stampo ricavato dalla retro 
trascrizione descritta in precedenza ed i seguenti primers: 
 
slit 2 
forward 5’ CCAAGATCCCAGACCACATC 3’ 
riverse 5’ ACAGGTTCCTCCATTCTGAC 3’ 
generanti un amplificato di 1343 paia basi 
 
slit 3 
forward 5’ GAGGAATGCCGAGAGACTG 3’ 
riverse 5’ AGTCGGCCAGCCACTTCAG 3’ 
generanti un amplificato di 1175 paia basi 
 
Le PCR sono state effettuate tramite un termociclizzatore (Perkin Elmer) , 
seguendo in entrambe il seguente profilo di termociclizzazione: 
 
94°C 2’  
 
94°C 30’’  53°C 30’’   72°C 1,5’   ripetuto per 30 cicli 
 
72°C 7’ 
 
I prodotti di PCR sono stati corsi su gel di agarosio 1,5% in tampone TBE 0,5 X,. La 
porzione di gel contenente le bande di interesse è stata ritagliata ed il DNA purificato 
tramite QUIAGEN Gel Extraction Kit, secondo il seguente protocollo: 
 
• La banda ,escissa dal gel tramite l’ausilio di un bisturi, è stata inserita in una 
eppendorf insieme a una quantità di Buffer QG pari a 300µl per ogni 100mg di 
gel. Alla eppendorf, incubata a 50°C fino alla dissoluzione completa del gel, 
sono stati quindi aggiunti 100µl di isopropanolo per ogni 100mg di gel. 
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• Il campione, dopo essere stato mescolato,  è stato caricato su una colonnina del 
kit e centrifugato a 13000 rpm per un minuto a RT.  
• La colonnina è stata quindi lavata in sequenza con 500 µl di buffer QG  e 750µl 
di buffer PE facendo seguire ogni lavaggio da  una centrifugata a 13000 rpm per 
un minuto a RT. 
• Infine la colonnina è stata inserita in una eppendorf pulita, caricata con 30µl di 
buffer EB ed infine è stata centrifugata a 13000rpm per un minuto a RT, 
recuperando l’eluato. 
 
L’inserto così ottenuto è stato caricato su gel per valutarne dimensioni e 
concentrazione. Si è quindi proceduto a ligare l’inserto  col plasmide linearizzato 
pGEM-T Easy vector (Promega) (Fig. 3.1). Sono stati incubati ON a 4°c 1µl di T4 DNA 
ligasi, 1µl rapid ligation buffer t4 DNA ligasi 10x, 1µl di pGEM-T Easy vector 50 ng/ 
µl , 3 µl di H2O e  4µl di inserto slit 2 concentrato 17ng/µl o 4µl di inserto slit 3 
concentrato 15ng/µl . 
 
 38 
 
Figura 3.1: mappa del plasmide pGEM-T Easy Vector 
 
5µl di ciascuna reazione di ligazione sono stati trasformati in cellule batteriche 
competenti di  E coli DH5α mediante incubazione di 20 minuti in ghiaccio e successivo 
shock a 42° C per 45’’. Dopo 2 ore di incubazione a 37° C i batteri trasformati sono 
stati piastrati su piastre petri LB con ampicillina a cui erano stati aggiunti iptg 
(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) e xgal (bromo-chloro-indolyl-
galactopyranoside) alle concentrazioni rispettivamente di 0.5mM ed 80 µg/ml, ed infine 
sono stati lasciati crescere a 37° per tutta la notte (ON). 
Il giorno successivo, le colonie  bianche sono state prelevate e lasciate crescere 
in  5 ml di brodo LB addizionato con  ampicillina 100µg/ml ON a 37°C in agitazione. 
Il DNA plasmidico contenuto nelle colture selezionate è stato estratto tramite 
Wizard Plus SV Minipreps (PROMEGA) secondo il seguente protocollo: 
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• Le colture sono state pellettate in eppendorf da 1,5ml centrifugandole per 10 
minuti a 2000 rpm a RT. 
• Le cellule sono state risospese  adoperando 250µl di Cell Resuspentioon 
Solution, e quindi lisate aggiungendo  nella eppendorf 250 µl di Cell Lisis 
Solution e 10µl di Alcaline Protease Solution.  
• Dopo 5 minuti la reazione è stata bloccata tramite l’aggiunta di 350 µl di 
Neutralization Solution, ed il tutto è stato centrifugato a 13.000 per 10 minuti a 
RT. 
• Il sovranatante è stato recuperato, caricato su  una colonnina del kit che è stata 
poi ,  centrifugata per un minuto a 13000rpm a RT e l’eluato scartato. 
• Successivamente la colonnina è stata lavata prima con 750µl poi con 250 µl di 
Wash Solution e  centrifugata a 13000rpm per un minuto a RT.  
• La colonnina è stata infine trasferita in una eppendorf pulita da 1,5ml, caricata 
con  50 µl di H2O nucleasi free e centrifugata a 13000rpm per un minuto a RT. 
• L’eluato è stato recuperato e conservato a -20°C. 
 
La validità dei cloni ottenuti è stata saggiata dapprima tramite digestioni 
diagnostiche ed in seguito tramite sequenziamento. 
 
3.3.4   Trascrizione e purificazione delle sonde 
 
I due plasmidi contenenti come inserti porzioni dei geni slit2 e slit3 sono stati 
linearizzati usando rispettivamente gli enzimi di restrizione EcoRI e XbaI. 
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Figura 3.1: mappa dei plasmidi  pGEM-T Easy Vectorcontenenti gli inserti slit2 (A) e slit3 (B). In 
verde gli enzimi utilizzati per le rispettive linearizzazioni, in rosso il promotore usato per la trascrizione 
della sonda. 
 
La trascrizione del filamento antisenso ad RNA è stata effettuata sfruttando il 
promotore Sp6, dato che  entrambi gli inserti sono orientati in direzione T7Sp6 (Fig 
3.2), tramite il kit Dig RNA Labelling Kit (ROCHE), mescolando a temperatura 
ambiente i seguenti reagenti: 
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2 µl  di miscela Dig nt, 10x 
4µl tampone per RNA polimerasi Sp6, 5x 
1µl RNAse out (Invitrogen) 
1µl RNA polimerasi Sp6 20U/µl (Fermentas) 
1 µl  di DNA stampo linearizzato 
11µl di H2O RNAsi free 
La miscela è stata incubata 2 ore a 37°C, terminate le quali vi sono stati aggiunti 
2µl di DNAsi1 RNAsi free (Fermentas). La DNAsi è stata fatta agire a 37° per 15 
minuti. 
Per purificare le sonde trascritte sono stati aggiunti al mix di reazione 2µl di 
LiCl 5M e 75µl di etanolo assoluto. La eppendorf è stata quindi agitata energicamente e 
lasciata 15minuti a -80°C immersa in alcool. Terminati i 15 minuti la eppendorf è stata 
centrifugata a 13200rpm a RT ed  il pellet ottenuto è stato fatto asciugare per qualche  
minuto a RT ed è stato infine risospeso in 20 µl di H2O RNAsi free. 
La concentrazione delle sonde ottenute è stata quantificata mediante  corsa  su 
gel di agarosio all’ 1,5%  in MOPS in un apparato elettroforetico trattato con NaOH. Sul 
gel, insieme ad 1 µl delle sonde trascritte è stato caricato del  tRNA di E.coli Strain W 
(Sigma) a 3 diverse concentrazioni note (100ng 200ng 400ng) in modo da poter 
determinare  la concentrazione delle sonde per confronto. 
 
 
3.4   Ibridazione in situ whole mount 
 
3.4.1   Fissazione dei preparati 
 
Gli embrioni che sono stati utilizzati nel corso degli esperimenti d’ibridazione  
in situ (ISH) sono tutti embrioni generati dall’incrocio tra maschi e femmine 
appartenenti alla linea wild tipe, fatti sviluppare fino allo stadio di 48h. Alcuni degli 
embrioni adoperati sono stati iniettati secondo le metodiche descritte in precedenza. 
Gli embrioni che hanno subito il trattamento, sono stati selezionati in base alla 
morfologia, ed eventuali campioni mutilati o non coerenti col fenotipo da esaminare 
sono stati eliminati. 
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I campioni sono stati fissati tramite immersione totale in paraformaldeide (PFA) 
al 4% e mantenuti a 4°C per circa 24 ore, in modo da prevenire la degradazione dei 
tessuti e degli RNA.  
Gli embrioni ancora avvolti nel corion a questo stadio,  prima dell’immersione in 
paraformaldeide, hanno subito la rimozione manuale di questo, eseguita adoperando due 
pinzette da istologia. 
 
3.4.2   Disidratazione e stoccaggio degli embrioni 
 
Nel caso non sia stato possibile eseguire l’ ISH immediatamente dopo il termine 
del processo di fissazione, è stato necessario disidratare gli embrioni trattandoli con una 
scala di alcool in modo tale che essi potessero conservarsi senza che il loro contenuto 
ribonucleico e tissutale venisse compromesso.  
È stato utilizzato il metanolo come alcool per la disidratazione, che è stata effettuata 
nella modalità seguente: 
 
• un lavaggio in agitazione in PBS1X di 1 ora a RT 
• un lavaggio in agitazione in metanolo al 50% in PBS 1x per 2 ore a RT 
• un lavaggio in agitazione in metanolo 100% per 2 ore a RT 
 
In seguito gli embrioni sono stati posti a -20°C dove possono mantenere le loro 
proprietà per alcuni mesi. 
Nel caso si sia ricorso alla disidratazione prima di procedere con la ISH è stato 
necessario ri-idratare gli embrioni , tramite la seguente procedura: 
 
• 1 lavaggio in agitazione in metanolo al 50% in PBS 1x per 10 minuti a RT 
• 4 lavaggi in agitazione di 5 minuti ciascuno a RT in PBS 1X 
 
3.4.3   Ibridazione delle sonde 
 
Il protocollo d’ ibridazione in situ applicato prevede la suddivisione in quattro giorni: 
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Primo giorno 
 
Gli embrioni selezionati per essere sottoposti all’ISH sono stati scelti in un 
numero compreso tra 10 e 20, e sono stati trasferiti in una eppendorf da 1,5 ml, 
lasciando che si depositassero sul fondo, quindi il mezzo in cui erano incubati è stato 
aspirato ed è stato sostituito con PBS 1x. 
L’eppendorf è stata lasciata agitare in posizione orizzontale su di una bascula per 
5 minuti a RT, quindi  è stata aspirata la maggior quantità possibile di PBS ed è stata 
sostituita con Proteinasi K (Fermentas) 20,1mg/ml diluita in PBT (PBS 1x + tween 20 
0,1%). 
La concentrazione di Proteinasi K ed il tempo d’ incubazione in essa, necessari 
per la corretta permeabilizzazione dei tessuti degli embrioni (senza arrivare ad 
intaccarne la struttura), è stata valutata tramite un saggio in cui cinque pool casuali di 
embrioni a stadio 48h sono stati immersi in cinque aliquote diverse di Proteinasi K 
diluite in PBT ognuna rispettivamente 1:100,1:500, 1:2500, 1:12000 e 1:60.000. 
La concentrazione adoperata durante l’esperimento di ISH è stata pari alla 
concentrazione minima (1:2500) che dopo mezz’ora fosse riuscita a degradare 
visibilmente i tessuti dell’embrione, diluita di cinque volte. Il tempo di incubazione 
usato è stato di 30 minuti. 
Allo scadere dei 30 minuti la Proteinasi K è stata rimossa e sostituita con 1 ml di 
PFA 4% diluita in PBS. La eppendorf   è stata quindi lasciata in agitazione orizzontale 
per 20 minuti a RT. 
In seguito sono stati eseguiti cinque lavaggi di cinque minuti ciascuno in PBT, in 
oscillazione orizzontale, a RT. 
Terminati i lavaggi, il PBT è stato rimosso e sostituito con 300 µl di una 
soluzione di “buffer di ibridazione” composta da: 
 
• 50% Formamide (Sigma F7508)  
• 5X SSC 
• RNA di Torula 500mg/ml (Sigma R6875) 
• 0,05% Eparina 100mg/ml (Sigma H8537) 
• 0,1% Tween-20  
• 0,92% Acido Citrico 1M 
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Gli embrioni sono stati lasciati in questa soluzione per 3 ore, a 62°C immergendo le 
eppendorf che li contenevano in un bagnetto preriscaldato. 
Passate le 3 ore, il buffer è stato sostituito da una soluzione contenente 1µg di sonda 
diluito in 300µl di buffer di ibridazione e riscaldata 2 minuti esatti in un blocco 
riscaldante ad 80 °C.  
Le sonde sono state lasciate ibridare a 62°C ON . 
 
Secondo giorno 
 
Sempre operando ad una temperatura di 62°C, la soluzione contenente la sonda è 
stata rimossa dalle eppendorf, e sostituita con una soluzione hyb- (50% Formamide , 5X 
SSC)  preriscaldata a 62°C. 
Sono stati eseguiti  quattro lavaggi di questo tipo di 30 minuti ciascuno a 62°C, 
sostituendo ogni volta il buffer hyb- con del buffer hyb- nuovo e preriscaldato. 
Terminati questi lavaggi ne sono stati eseguiti  altri adoperando questa volta un 
buffer SSC (NaCl 3M, citrato trisodico 0,3M) anche questo preriscaldato a 62°. 
È stato fatto un primo lavaggio in SSC2X della durata di 15 minuti  seguito da 2 
lavaggi in SSC 0,2X anch’essi della durata di 15 minuti ciascuno. 
Al termine dell’ultimo lavaggio in SSC questo è stato sostituito con PBT 1X, e 
le  eppendorf sono state rimosse dalla loro condizione a 62° e poste a RT in oscillazione 
orizzontale. 
Il lavaggio in PBT è stato ripetuto per 3 volte, di durata pari a 15 minuti 
ciascuno. 
In seguito il PBT è stato sostituito con una soluzione mabblock avente la 
seguente composizione. 
 
• NaCl 0,15M 
• Acido Maleico 0,1M 
• Blocking Reagent (Roche) al 2%. 
• La soluzione è stata portata a pH 7 usando NaOH 5M.  
 
 45 
Gli embrioni sono stati lasciati in mabblock per 2 ore, dopodiché questa è stata 
sostituita da una nuova soluzione mabblock addizionata con anticorpo Anti-
Digoxigenin-AP Fab fragments diluito 1:4000. 
I campioni sono stati lasciati in questa condizione ON a RT. 
 
Terzo giorno 
 
La soluzione mabblock contenente l’anticorpo è stata rimossa, sostituita con 
PBT, e gli embrioni sono stati lasciati ad agitare in questa situazione per 15 minuti a 
RT. 
Questo lavaggio è stato ripetuto per 4 volte sostituendo ogni volta il PBT con del 
PBT nuovo. 
Al termine dell’ultimo lavaggio il PBT è stato rimosso e sostituito con 1ml di 
AP-buffer, con la seguente composizione: 
 
• NaCl 100mM 
• TrisHCl pH 9,5 100mM 
• MgCl2 50mM 
• Tween-20 0,1% 
• Tetramisole (Sigma) 2mM 
 
Gli embrioni sono stati lasciati immersi in AP-buffer in agitazione a RT, ed il buffer 
è stato sostituito con del buffer nuovo ogni 5 minuti, per 3 volte. 
Al termine di questi lavaggi l’AP-buffer è stato sostituito da BM Purple AP-
Substrate, precipitating (Roche), e le eppendorf sono state coperte con carta stagnola, 
onde evitare che fossero esposte direttamente alla luce. 
Ogni 25 minuti gli embrioni sono stati osservati al microscopio per valutare la 
progressione della reazione cromofora. 
Una volta rilevato il completo sviluppo della reazione,  il BM Purple è stato rimosso 
e sostituito con PBT per arrestarla completamente. 
Gli embrioni sono stati in seguito lavati per 3 volte adoperando PBT, ed ogni 
lavaggio ha avuto una durata di 15 minuti. 
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Al termine dei lavaggi il PBT è stato sostituito da PFA 4% diluita in PBS 1X e le 
eppendorf sono state lasciate ad incubare a 4°C over night. 
 
Quarto giorno  
 
Le eppendorf sono state prelevate dalla condizione a 4°C e poste in agitazione a 
RT,quindi   la PFA è stata rimossa e sostituita con PBT1X. 
Passati 10 minuti sono stati effettuati 2 lavaggi in PBS, ciascuno della durata di 
5 minuti in agitazione a RT, quindi il PBS è stato rimosso e sostituito con 1 ml di pre-
bleaching buffer composto da SSC 0,5X  e 6% Formamide (FLUKA). 
Gli embrioni sono stati lasciati in oscillazione orizzontale per 10 minuti, e 
successivamente il buffer è stato sostituito con una soluzione di bleaching con la 
seguente composizione: 2,1% SSC20X (0,42X), 4,2% Formamide , 33,3% H2O2 30% 
Sigma(10%). 
In seguito le eppendorf sono state esposte ad una forte sorgente di luce per 15 
minuti ed infine la soluzione di bleaching è stata sostituita da PBS 1X. 
Gli embrioni sono stati conservati sostituendo il PBS 1X con glicerolo all’87% 
in PBS, lasciandoli in questa soluzione in oscillazione orizzontale per 4 ore, e ponendoli 
al termine di queste a -20°C. 
 
 
3.5   Immagini 
 
3.5.1   Acquisizione delle immagini in luce bianca 
 
Le immagini in luce bianca sono state acquisite tramite una fotocamera Nikon 
DS-Fi1-U2 montata su di un microscopio OLYMPUS SZH. il programma usato per 
l’acquisizione è Nis Elements F 3.0 ed i parametri impostati corrispondono a: 
 
Format: 2560x1920 
Exposure: AE 15ms (+1,3 EV) 
Gain : 1.00x 
Noise Reduction : ON 
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White Balance : 1.18, 1.00, 2.20 
Saturation 0.00 
Hue: 0.00 
Offset: 0.00 
Contrast: Antireflex 
Sharpness: Lowest 
 
3.5.2   Analisi al microscopio confocale 
 
Per l’analisi al microscopio confocale gli embrioni sono stati decorionati, fissati 
in PFA al 4% per un’ora in agitazione a RT ed immersi in una falcon contenente agar 
low melting 2% disciolto in H2O e riscaldato a 35°C; pochi secondi dopo gli embrioni e 
parte della soluzione di agar sono stati prelevati e colati su di un vetrino in modo tale 
che venisse a crearsi per tensione superficiale uno strato di agar di circa un millimetro, 
nel quale risiedevano gli embrioni. Approfittando dello stato liquido dell’agar gli 
embrioni sono stati allineati ed orientati in una posizione consona all’osservazione, 
dopodiché il vetrino è stato riposto a 4°C per permettere all’agar di solidificare. Una 
volta solidificato un vetrino copri-oggetto.è stato posto sopra lo strato di agar. 
Gli embrioni così inclusi sono stati analizzati tramite un obiettivo 20X ad aria 
montato su di un microscopio confocale rovesciato “TCS SP2 AOBS” (Leica). 
Non sono stati adoperati parametri costanti di intensità dei laser, bensì essi sono 
stati amplificati o ridotti in modo tale che fornissero la migliore definizione di 
immagine possibile, con il minor background possibile. 
Gli embrioni sono stati analizzati acquisendo sezioni focali multiple ogni 
micron, per uno spessore totale compreso tra i 30 ed i 400 micron, in trasmissione, a 
488 nm e/o 543 nm a seconda della linea sottoposta ad osservazione. Le foto sono state 
acquisite alla massima risoluzione disponibile cioè 512x512 pixel. 
  
3.5.3   Sviluppo immagini con Imagej e Gimp 
 
Le immagini acquisite tramite microscopia confocale sono state elaborate 
tramite il programma grafico Imagej. I numerosi stack di immagini sono stati ricomposti 
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tramite un algoritmo che calcola la deviazione standard delle varie immagini e ne crea 
una sola che le riassume tutte in modo coerente. 
Una volta ricomposte in una immagine rappresentante un unico livello, queste, e 
le altre immagini acquisite tramite il programma Nikon citato in precedenza sono state 
elaborate tramite il programma grafico Gimp. 
Nelle immagini i colori sono stati alterati in modo da far risaltare le strutture 
interessanti per i risultati cercati, senza però alterare il loro contenuto informativo. 
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Capitolo 4: Risultati 
 
 
L’ipotesi di partenza per questo lavoro di tesi è che Tbx5 ed il miR-218 siano 
funzionalmente correlati. Per verificare questa ipotesi, come prima cosa, siamo andati 
ad alterare i livelli di questi due regolatori per analizzare e confrontare i fenotipi indotti 
da queste alterazioni. 
 
4.1   La deregolazione di Tbx5 ha gravi conseguenze sul corretto 
sviluppo del cuore 
 
I primi test condotti sono stati degli esperimenti di microiniezione in uova di 
zebrafish. Per primo è stato deregolato Tbx5, per valutarne eventuali effetti sulla 
morfologia cardiaca. Per ridurre l’espressione di Tbx5 è stato utilizzato un “morfolino” 
cioè un oligonucleotide antisenso ad RNA contenente una particolare struttura (Fig. 4.1) 
che rende il legame RNA/RNA particolarmente stabile (Eisen and Smith, 2008).  
 
 
Figura 4.1: Strutture di oligonucleotidi convenzionali di DNA e di morfolino. (A) Oligonucleotide 
convenzionale di DNA. (B) Oligonucleotide di morfolino. 
 
I morfolini agiscono bloccando la traduzione del messaggero a cui sono 
complementari. L’iniezione del morfolino di Tbx5 (MO-tbx5) è stata effettuata 
iniettando un dosaggio simile a quello presente in letteratura (Garrity, 2002), ovvero 
3ng, in circa 100 embrioni wild type. Come controllo sono stati usati circa 100 embrioni 
wild type iniettati con la stessa dose di morfolino di controllo (MO-Ct). L’esperimento è 
stato ripetuto due volte ed ha mostrato risultati paragonabili (Tab. 4.1 e Fig. 4.2).  
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Tabella 4.1: Microiniezione di 3ng di MO-tbx5 (trattato) o di 3ng di MO-Ct (controllo) in embrioni di 
Danio rerio a stadio una cellula ed evoluzione del fenotipo durante le prime 72 ore 
 
 
Figura 4.2: Rappresentazione grafica dei dati riportati in tabella 4.1 In questo grafico ed in tutti i 
successivi, i valori numerici relativi ai diversi fenotipi sono espressi come percentuale degli embrioni 
vitali 
 
 
Le differenze macroscopiche rilevate tra campioni trattati e controlli sono state, 
in accordo con quanto riportato in letteratura (Garrity, 2002): edema cardiaco, cuore 
recante camere ipotrofiche e di morfologia allungata, assenza di looping, mancanza di 
una od entrambe le pinne. 
Le stesse iniezioni sono state in seguito effettuate in uova provenienti da due 
differenti linee transgeniche, recanti il gene della EGFP sotto il controllo del promotore 
per la catena leggera della miosina cardiaca (cmlc2), e del promotore per il recettore 
tirosin chinasico flk1 geni espressi in modo tessuto specifico rispettivamente nel 
miocardio e nell’endotelio dei vasi. 
L’analisi di questi embrioni, effettuata tramite microscopia confocale a 72 ore di 
sviluppo, ha mostrato un’aberrazione della morfologia del cuore negli embrioni iniettati 
col MO-tbx5. La maggior parte degli embrioni con ridotto Tbx5 mostravano un cuore 
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molto allungato con ipotrofia di entrambe le camere cardiache (Fig 4.3 B), ma inalterata 
struttura dei vasi (Fig. 4.3 C). 
 
Figura 4.3: Il morfolino di Tbx5 induce malformazioni cardiache ma non vascolari. Embrione a 48hpf 
di una linea wild type iniettato con 3ng di MO-tbx5 (A) o con 3ng di MO-Ct (D) Immagine in 
fluorescenza del cuore di un embrione a 72hpf, della linea Tg(cmlc2:EGFP) iniettato con 3ng di MO-
tbx5 (B) o con 3ng di MO-Ct (E). Immagine in fluorescenza dei vasi di un embrione a 72hpf  della linea 
Tg(flk1:EGFP) iniettato con 3ng di MO-tbx5 (C) o con 3ng di MO-Ct (F). 
 
In seguito sono stati saggiati gli effetti causati da una sovra-regolazione del 
fattore di trascrizione Tbx5, mediante microiniezione del messaggero di tbx5 di 
zebrafish precedentemente clonato e trascritto in vitro. Questa volta sono state iniettate 
varie concentrazioni dell’mRNA di tbx5, in quanto, non essendoci precedenti in 
letteratura, non erano presenti valori di riferimento da cui partire. È stato iniettato un 
nanolitro di tbx5 concentrato 50pg/nl, 100pg/nl e 200pg/nl. Si è osservato che 
l’iniezione di 50pg di messaggero non aveva effetti rilevabili sul fenotipo degli 
embrioni , mentre con 100pg e 200pg una larga percentuale degli embrioni mostrava 
malformazioni del cuore e presenza di edema sia ventrale che cardiaco, in aggiunta ad 
alterazioni del sistema nervoso anteriore come ciclopia, microcefalia, assenza o pesante 
riduzione dell’apparato visivo. I controlli, iniettati con dosi analoghe di mRNA 
codificante per la EGFP, non mostravano nessun difetto rilevabile, né cardiaco né di 
alcuna altra parte del corpo (Tab. 4.2 e Fig. 4.4). 
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Tabella 4.2: Microiniezioni di 100pg (a) e 200 pg (b) di mRNA di tbx5(trattato) o di mRNA di EGFP 
(controllo) in embrioni di Danio rerio a stadio una cellula, ed evoluzione del fenotipo durante le prime 
72 ore. 
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Figura 4.4: Rappresentazione grafica dei dati riportati in tabella 4.2 
 
L’esperimento è stato ripetuto nella linea Tg(cmlc2:EGFP) microiniettando 
100pg, di mRNA di tbx5 ovvero la minore dose con cui gli embrioni riuscivano ad 
esprimere il fenotipo. L’osservazione al microscopio confocale ha rivelato che la 
morfologia cardiaca sembrava essere in stretta relazione con i difetti osservati a livello 
della testa. Embrioni presentanti almeno un occhio completamente sviluppato ed una 
testa normale mostravano solo problemi di looping delle camere e nessun difetto 
riguardante la trofia o la morfologia di esse (Fig. 4.5 B,F). Embrioni con microcefalia e 
riduzione del corretto sviluppo oculare presentavano un cuore privo di looping e di 
dimensioni maggiori rispetto al wild type. Inoltre le camere cardiache erano 
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generalmente di forma quasi sferica e costituite da uno strato di tessuto più sottile del 
normale, (Fig. 4.5 C,G). Embrioni con seria o totale riduzione dell’apparato visivo e 
parziale assenza della testa correlavano con un cuore le cui camere non erano ben 
definite, di forma aberrante e delocalizzate nello spazio rispetto alla posizione del wild 
type (Fig. 4.5 D,H). 
 
Figura 4.5: La sovraespressione di tbx5 induce malformazioni a livello cardiaco e del sistema nervoso 
anteriore. Immagini in luce bianca (A-D) o immagini in fluorescenza (E-H) di embrioni a 72hpf della 
linea Tg(cmlc2:EGFP) non iniettati (A,E) o iniettati con 100pg di tbx5 (B-D e F-H) e recanti fenotipi di 
diversa gravità. 
 
 
4.2   L’aumento ma non la diminuzione del miRNA 218 durante le 
prime fasi dello sviluppo di zebrafish altera la morfologia cardiaca 
 
Siamo quindi andati a studiare il fenotipo indotto dalla deregolazione del miR-
218. Al contrario di quanto riportato in letteratura (Fish et al., 2011), una riduzione del 
miR-218, ottenuta tramite iniezione in embrioni allo stadio di una cellula di un 
morfolino specificatamente diretto contro il miR-218a (MO-218) , non sembra 
provocare danno alcuno all’embrione o al suo sviluppo. In dettaglio, è stato iniettato il 
morfolino alle dosi di 2ng, 4ng e 12 ng, in un numero di embrioni compreso tra i 90 ed i 
170, ripetendo per due volte l’iniezione alla dose di 12ng, senza mai notare alterazioni 
fenotipiche né a carico del cuore, né di altre parti del corpo (Tab. 4.3 e Fig. 4.6). 
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Tabella 4.3: Microiniezioni di 2ng (a), 4 ng (b) e 12 ng (c) di MO-218 (trattato) o MO-Ct (controllo) in 
embrioni di Danio rerio a stadio una cellula ed evoluzione del fenotipo durante le prime 72 ore. 
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Figura 4.6: Rappresentazione grafica dei dati riportati in tabella 4.3 
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Lo stesso esperimento con la dose più alta di morfolino è stato ripetuto in 
embrioni delle linee Tg(cmlc2:EGFP) e Tg( flk:EGFP), in modo da poter rilevare 
variazioni morfologiche impercettibili ad occhio nudo, ma che potessero essere esaltate 
da un’analisi condotta tramite microscopia confocale. 
Né il cuore, né i vasi apparivano minimamente differenti da quelli degli 
embrioni iniettati con un morfolino di controllo, facendoci quindi assumere che, 
diversamente da quanto riportato in letteratura, il morfolino non sembra indurre 
variazione alcuna del fenotipo wild type in embrioni di zebrafish (Fig. 4.7). 
 
Figura 4.7: Il knockdown del miR-218 non causa alterazioni morfologiche in embrioni di zebrafish. 
Embrioni a 72hpf della linea Tg(cmlc2:EGFP) (A,B,D,E), e della linea Tg(flk1:EGFP) (C,F) iniettati con 
12ng di MO-218 (A-C), o con 12 ng di MO-Ct (D-F). 
 
Successivamente il miR-218 è stato sovra espresso mediante microiniezione del 
miRNA mimic, cioè di un piccolo RNA a doppio filamento con sequenza identica a 
quella del miR-218 maturo. 
Non essendo presenti riferimenti bibliografici riguardo all’iniezione di questo 
miRNA ne sono state iniettate diverse dosi e sono stati valutati gli effetti che queste 
inducevano negli embrioni dopo 24, 48 e 72 ore. Le dosi iniettate sono state 35pg, 
130pg e 260pg. Dopo la microiniezione di 35pg di miR-218 mimic gli embrioni non 
sembravano mostrare alterazione alcuna rispetto agli embrioni microiniettati con la 
stessa dose di miRNA di controllo (miRNA Nc) (Tab. 4.4a). Iniettando 130 pg di miR-
218 mimic in una buona percentuale degli embrioni compariva a 48h un edema 
ventrale, ed in alcuni se ne aggiungeva uno cardiaco. A 72 ore di sviluppo, in quasi tutti 
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gli embrioni che lo presentavano, l’edema ventrale veniva riassorbito mentre l’edema 
cardiaco, nei pochi casi in cui si presentava, veniva mantenuto (Tab. 4.4b). 
 L’iniezione di 260 pg causava un fenotipo ben definito a 48 e 72 ore. In tre 
ripetizioni di iniezione, ciascuna eseguita in un numero di embrioni compreso tra i 100 
ed i 120, più del 60% degli embrioni sviluppavano a 48 un edema ventrale, e molti di 
essi anche un edema cardiaco. A 72 ore, in una larga proporzione degli embrioni 
l’edema ventrale veniva riassorbito quasi completamente, nonostante permanesse 
l’aberrante morfologia cardiaca. L’edema cardiaco veniva mantenuto (Tab. 4.4c). 
 
Tabella 4.4: Microiniezioni di 35pg (a), 130 pg (b) e 260 pg (c) di miR-218 mimic (trattato) o miRNA Nc 
(controllo) in embrioni di Danio rerio a stadio una cellula ed evoluzione del fenotipo durante le prime 72 
ore. 
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Figura 4.8: Rappresentazione grafica dei dati riportati in tabella 4.4 
 
Anche in questo caso la microiniezione con la dose più alta di miR-218 mimic è 
stata ripetuta nella linea Tg(cmlc2:EGFP), e la morfologia cardiaca analizzata tramite 
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microscopia confocale. Il cuore in fluorescenza si presentava nella maggior parte dei 
casi a camera unica, di morfologia non regolare, connessa con una struttura fortemente 
ipotrofica ed allungata. Questa struttura, in grado di esprimere il gene per la cmlc2, è 
probabilmente un atrio od una porzione di esso fortemente degenerato (Fig. 4.9D). 
 
Figura 4.9: La over-espressione del miR-218 causa edema cardiaco e gravi alterazioni della 
morfologia del cuore. Immagini in luce bianca (A,C) o immagini in fluorescenza (B,D) di embrioni a 
72hpf della linea Tg(cmlc2:EGFP), iniettati con 260 pg di miRNA Nc (A,B) o con 260 pg di miR-218 
mimic (C,D). 
 
4.3   Modulazioni di Tbx5 alterano l’espressione di slit2 ma non di slit3 
 
I risultati mostrati in precedenza, oltre a confermare il ruolo cruciale svolto da 
Tbx5 nello sviluppo cardiaco (Garrity, 2002), suggeriscono che anche il miR-218 possa 
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essere importante per lo sviluppo del cuore. Questi dati tuttavia non danno evidenze 
dirette sulla dipendenza dell’uno dall’altro, in quanto Tbx5 e il miR-218 potrebbero 
agire sulla morfogenesi del cuore tramite pathways indipendenti.  
Per validare una possibile dipendenza dell’espressione del miRNA dai livelli di 
Tbx5 si è voluto verificare se , in presenza di alterazioni del livello di Tbx5, il livello di 
espressione dei geni slit che ospitano il miR-218, e quindi con buona probabilità anche 
del miR-218, fosse modificato nel distretto cardiaco. Porzioni dei geni slit2 e slit3 sono 
state quindi clonate e sono state usate per produrre delle sonde per ibridazione in situ 
(ISH). Le ibridazioni sono state effettuate su embrioni iniettati con 3 ng di MO-tbx5 e, 
come riferimento, su embrioni iniettati con 3ng di MO-Ct e su embrioni wild type.  
L’ibridazione ha rivelato la presenza dei trascritti dei geni slit2 e slit3 in varie 
porzioni del sistema nervoso come già riportato in letteratura (Campbell et al., 2007), 
nelle pinne, ed a livello del cuore sia negli embrioni wild type sia in quelli iniettati con 
il morfolino di controllo (Fig. 4.10 A-H e 4.11 A-H). Gli embrioni iniettati col MO-tbx5 
non mostravano alterazioni rispetto ai controlli nel pattern di espressione di slit3 (Fig 
4.11 I-N), mentre rivelavano l’assenza o comunque una forte riduzione di espressione a 
livello cardiaco e delle pinne del trascritto per slit2 (Fig. 4.10 I-N). 
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Figura 4.10: L’ibridazione di slit2 in embrioni iniettati con il MO-tbx5 mostra assenza del segnale nel 
cuore, al contrario dei wild type. (A-D) visioni rispettivamente destra, sinistra, ventrale e dorsale di un 
embrione wild type ibridato con una sonda contro il gene slit2. Appaiono marcate le regioni del sistema 
nervoso centrale, del proencefalo, la retina, la regione cardiaca e le pinne. (B-H) visioni rispettivamente 
destra, sinistra, ventrale e dorsale di un embrione iniettato con MO-Ct, ibridato con una sonda contro il 
gene slit2. Il pattern di espressione del gene non differisce dal pattern dell’embrione wild type a fianco. 
(C-N) visioni rispettivamente destra, sinistra, ventrale e dorsale di un embrione iniettato con MO-tbx5, 
ibridato con una sonda contro il gene slit2. Il pattern di espressione del gene non differisce dal pattern 
dell’embrione wild type per quanto riguarda la zona del cervello, mentre si riduce notevolmente a livello 
cardiaco e scompare nelle pinne. Le frecce verdi indicano la presenza di segnale a livello cardiaco o 
delle pinne, mentre quelle rosse la sua assenza. 
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Figura 4.11: L’ibridazione di slit3 in embrioni iniettati con il MO-tbx5 ha un pattern del tutto simile ai 
controlli. Visione rispettivamente destra, sinistra, ventrale e dorsale di embrioni wild type (A-D), di 
embrioni iniettati con  il MO-Ct (B-H) o di embrioni iniettati con il MO-tbx5 (C-N) ibridati con una 
sonda contro il gene slit3. Appaiono marcate le regioni del proencefalo, parte del sistema nervoso 
centrale, la regione cardiaca e le pinne sia negli embrioni di controllo che in quelli iniettati col morfolino 
contro tbx5. Le frecce verdi indicano la presenza di segnale a livello cardiaco o delle pinne. 
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4.4   La presenza del morfolino contro il miR-218 è in grado di 
recuperare le alterazioni cardiache indotte dalla sovra espressione di 
tbx5 
 
Per rafforzare l’ipotesi di un legame di dipendenza diretta del miR- 218 da Tbx5 
sono stati realizzati esperimenti di recupero funzionale. Questi esperimenti sono basati 
sull’ipotesi che i danni morfologici causati dall’aumento o dalla riduzione di Tbx5, 
essendo almeno in parte dovuti alla conseguente deregolazione del miR-218, potessero 
essere compensati rispettivamente dalla diminuzione o dall’aumento del miR-218.  
Questi esperimenti sono stati pertanto realizzati co-iniettando il messaggero di 
tbx5 ed il MO-218 oppure co-iniettando il MO-tbx5 con il miR-218 mimic. 
Come primo approccio è stata coiniettato nel citoplasma di embrioni a stadio una 
cellula la minima dose di messaggero per tbx5 che provoca un fenotipo rilevabile 
morfologicamente, ovvero 100pg, insieme a 12 ng di morfolino contro il miR-218. 
Come controllo è stata iniettata la stessa dose di mRNA di tbx5 insieme con 
12ng di Mo-Ct. Le iniezioni hanno rivelato uno spostamento apprezzabile dei fenotipi 
verso le classi con meno difetti sia cardiaci che nervosi anteriori, negli embrioni iniettati 
con mRNA di tbx5 in presenza del MO-218 rispetto a quelli coiniettati con mRNA di 
tbx5 ma in presenza del MO-Ct (Tab. 4.5 e Fig. 4.12). 
 
Tabella 4.5: Coiniezione di 100pg di tbx5 e 12ng di MO-218 (trattato) o di 100pg di tbx5 e 12ng di MO-
Ct in embrioni di Danio rerio della linea Tg(cmlc2:EGFP) a stadio una cellula ed evoluzione del fenotipo 
durante le prime 72 ore. 
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Figura 4.12.: Rappresentazione grafica dei dati riportati in tabella 4.5 
 
Queste iniezioni sono state effettuate su embrioni della linea Tg(cmlc2:EGFP), 
in modo tale che la morfologia cardiaca potesse essere valutata più in dettaglio tramite 
microscopia confocale. 
L’analisi in fluorescenza ha rivelato un miglioramento della conformazione del 
cuore, il looping appariva lievemente recuperato nella maggior parte degli embrioni 
trattati con l’mRNA di tbx5 ed il MO-218 e le due camere non presentavano atrofie ed 
ipertrofie così acute come nel caso dei controlli (Fig. 4.13). 
 
 
Figura 4.13: Il morfolino contro il miR-218 recupera parzialmente le alterazioni cardiache causate da 
una overespressione di tbx5. Immagine in fluorescenza del cuore di un embrione a 72hpf della linea 
Tg(cmlc2:EGFP), iniettato con 100pg di mRNA di tbx5 e 12ng di MO-Ct (A) o 12 ng di MO-218 (B) . In 
A la morfologia appare aberrante, il ventricolo ipertrofico e sfrangiato, l’atrio ipotrofico e di forma 
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irregolare ed il looping è parzialmente compromesso. In B la morfologia appare notevolmente migliorata 
rispetto al controllo, sia l’atrio che il ventricolo mostrano una morfologia più regolare ed il looping è 
presente. 
 
In seguito è stato provato il recupero del fenotipo in modo inverso, deprivando 
cioè l’embrione di Tbx5 tramite iniezione del suo morfolino e coiniettando con esso il 
miR-218 mimic. 
Sono stati eseguiti due esperimenti con diversi rapporti tra morfolino e miRNA 
mimic, iniettando in ognuno circa 100 embrioni. Nella prima prova sono stati iniettati 
1,5ng di MO-tbx5 e 130pg di miR-218 mimic,ovvero il dosaggio di miRNA più basso 
testato a cui si riscontrava fenotipo. Nella seconda prova sono stati iniettati 1,5ng di 
MO-tbx5 e 35pg di miR-218 mimic ovvero il dosaggio di miRNA più alto testato a cui 
non si riscontrava fenotipo. Come controlli sono stati iniettati altrettanti embrioni con 
1,5ng di MO-tbx5 e 130pg di MO-Ct nella prima iniezione e 1,5ng di MO-tbx5 e 35pg 
di MO-Ct nella seconda. Le uova iniettate sono state prodotte da pesci della linea 
Tg(cmlc2:EGFP). 
Al contrario di quanto atteso, le condizioni degli zebrafish iniettati con entrambi 
i dosaggi di MO-tbx5 e miR-218 mimic peggioravano rispetto ai controlli (Tab. 4.6 e 
Fig. 4.14). In entrambe le iniezioni i controlli presentavano lo stesso fenotipo rilevato 
con l’iniezione del MO-tbx5 da solo e descritto in precedenza, ovvero edema cardiaco e 
raramente ventrale, assenza di looping cardiaco, camere ipotrofiche ed allungate, spesso 
assenza di una od entrambe le pinne. In aggiunta, i campioni iniettati con il mix 
comprendente il MO-tbx5 e il miR-218 a 130pg mostravano anche un grande edema 
ventrale, che veniva spesso riassorbito tra le 48 e le 72 ore, come accadeva nelle 
iniezioni effettuate col miR-218 mimic da solo (Fig. 4.9).  
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Tabella 4.6: Coiniezione di 1,5ng di MO-tbx5 e 130pg (a) o 35 pg (b) di miR-218 mimic (trattati) o di 
miR-Nc (controllo) in embrioni di Danio rerio a stadio una cellula ed evoluzione del fenotipo durante le 
prime 72 ore 
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Figura 4.14.: Rappresentazione grafica dei dati riportati in tabella 4.6 
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Figura 4.15: La coiniezione di MO-tbx5 e del miR-218 mimic non recupera il fenotipo, anzi lo 
peggiora.  Visione rispettivamente destra (A,C) e sinistra (B,D) di un embrione a 48hpf (A,B) ed a 72 hpf 
(C,D), iniettato con 1,5ng di MO-tbx5 e 130pg di miRNA Nc. A 48 hpf si riscontra edema cardiaco 
mentre non è presente edema ventrale. A 72hpf  l’edema cardiaco permane. Visione rispettivamente 
destra (E,G) e sinistra (F,H) di un embrione a 48hpf (E,F) e a 72 hpf (G,H), iniettato con 1,5ng di MO-
tbx5 e 130pg di miR-218 mimic. Si riscontrano edema sia cardiaco che ventrale. A 72hpf  solo l’edema 
cardiaco è mantenuto. Le frecce verdi indicano l’edema cardiaco mentre le frecce blu l’edema ventrale 
 
L’analisi al confocale ha confermato quanto osservato in precedenza, mostrando 
delle morfologie cardiache molto simili tra trattati e controlli (Fig. 4.16).  
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Figura 4.16:  La coiniezione di MO-tbx5 e del miR-218 mimic in dose sub fenotipica non recupera il 
fenotipo. (A,B,C) esempi di cuori di embrioni iniettati con 1,5ng di MO-tbx5 e 35pg di miRNA Nc. Le 
aberrazioni cardiache appaiono molteplici: si riscontrano cuori ipotrofici ed allungati (A), di moderata 
trofia ma con morfologia atriale e ventricolare non regolare (B), privi di looping (C). Le stesse classi si 
riscontrano in maniera paragonabile negli embrioni iniettati con 1,5ng di MO-tbx5 e 35pg di miR-218 
mimic (D,E,F) 
  
4.5   Indagine sulla funzione del mirR-218 
 
Gli ultimi esperimenti che riportiamo sono stati condotti con lo scopo d’indagare 
su un possibile ruolo del miR-218 nella morfogenesi cardiaca. È stato ipotizzato che il 
miRNA potesse avere un ruolo nel corretto differenziamento dei tipi cellulari che vanno 
a strutturare le camere cardiache. Sono state pertanto condotte delle ibridazioni in situ 
su embrioni iniettati con 260 pg di miR-218 mimic, e su embrioni iniettati con 260 pg di 
miRNA Nc utilizzando come sonde porzioni dei geni vmhc, amhc e notch 1b, 
rispettivamente espressi specificatamente nel ventricolo, nell’atrio e nel canale atrio-
ventricolare di congiunzione tra le due camere. 
Nessuna delle sonde appariva delocalizzata nei campioni ibridati, e l’intensità di 
espressione di ognuna, appariva paragonabile (Fig 4.17, 4.18, 4.19). 
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Figura 4.17: Amhc mostra lo stesso pattern di espressione in embrioni che overesprimono il miR-218 
ed in embrioni di controllo. (A,C,E) visione rispettivamente sinistra, destra e ventrale di un embrione 
wild type a stadio 48hpf ibridato con una sonda contro il gene amhc. Appare marcata la regione 
dell’atrio (freccia). (B,D,F) visione rispettivamente sinistra, destra e ventrale di un embrione a stadio 
48hpf iniettato con 260pg di miR-218 mimic ibridato con una sonda contro il gene amhc. Appare 
marcata la regione dell’atrio in modo paragonabile al controllo (freccia). 
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Figura 4.18: Vmhc mostra lo stesso pattern di espressione in embrioni che overesprimono il miR-218 
ed in embrioni di controllo. (A,C,E) visione rispettivamente destra, sinistra e ventrale di un embrione 
wild type a stadio 48hpf ibridato con una sonda contro il gene vmhc. Appare marcata la regione del 
ventricolo (freccia). (B,D,F) visione rispettivamente destra, sinistra e ventrale di un embrione a stadio 
48hpf iniettato con 260pg di miR-218 mimic ibridato con una sonda contro il gene vmhc. Appare marcata 
la regione del ventricolo in modo paragonabile al controllo (freccia). 
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Figura 4.19: Notch 1b mostra lo stesso pattern di espressione in embrioni che overesprimono il miR-
218 ed in embrioni di controllo. (A,C,E) visione rispettivamente destra, sinistra e ventrale di un 
embrione wild type a stadio 48 hpf ibridato con una sonda contro il gene notch 1b. Appare marcata la 
regione del canale (freccia). (B,D,F) visione rispettivamente destra, sinistra e ventrale di un embrione a 
stadio 48 hpf iniettato con 260pg di miR-218 mimic ibridato con una sonda contro il gene notch 1b. 
Appare marcata la regione del canale in modo paragonabile al controllo (freccia). 
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 Tuttavia, un esperimento di microiniezione condotto successivamente, che 
vedeva iniettati 260pg di miR-218 in uova derivanti dall’incrocio di pesci Tg(tie2:GFP) 
e Tg(cmlc2:RFP), ha mostrato una chiara delocalizzazione del pattern di espressione del 
gene tie2. A differenza della condizione wild type (Fig. 4.20A) che lo vede esprimersi 
solo a livello del canale atrio ventricolare, nei mutanti si riscontra un pattern di 
espressione diffuso, non limitato al canale atrio ventricolare ma esteso sia nell’atrio che 
nel ventricolo (Fig. 4.20B). 
 
 
Figura 4.20: Il gene tie2 altera il suo pattern di espressione in embrioni iniettati col miR-218. 
Immagine in fluorescenza del cuore di un embrione a 72hpf derivato dall’incrocio di un pesce della linea 
Tg(cmlc2:RFP) con un pesce della linea Tg(tie2:GFP), iniettato con 260pg di miRNA Nc (A) o con 260 pg 
di miR-218 mimic (B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 75 
Capitolo 5: Discussione 
 
I dati ottenuti con gli esperimenti eseguiti in questo lavoro dimostrano che parte 
dell’evento di morfogenesi cardiaca nello zebrafish è controllata dal microRNA 218, 
che questo miRNA è regolato dal fattore di trascrizione Tbx5 e che probabilmente esso 
svolge la sua azione regolando la corretta espressione di alcune proteine nei diversi 
distretti cardiaci. 
Tbx5 è un fattore chiave dello sviluppo (Begemann and Ingham, 2000; Garrity, 
2002; Ah net al., 2002) ed una sua perdita o silenziamento a stadi precoci causa 
aberrazioni nella morfogenesi cardiaca. Queste alterazioni si presentano con la 
formazione di un edema cardiaco tra le 48 e le 72 hpf ed il manifestarsi di una 
morfologia del cuore anomala, con trofia, looping e struttura aberranti (Garrity 2002 e 
Ahan 2002). Gli esperimenti condotti hanno validato questi dati e ne hanno aggiunti di 
nuovi, in quanto hanno dimostrato, per la prima volta in zebrafish, che anche una sovra-
regolazione di Tbx5 provoca pesanti malformazioni sia cardiache sia della parte più 
anteriore della testa .  
La spiegazione di questo fenomeno è intrinseca alla definizione di fattore di 
trascrizione: infatti poiché Tbx5 promuove l’espressione di una moltitudine di geni 
correlati alla morfogenesi cardiaca, è facile supporre  che sia una sua riduzione  che un 
suo significativo aumento possano provocare una deregolazione di componenti chiave 
del macchinario di sviluppo creando alterazioni nella corretta strutturazione del cuore. 
In accordo con i nostri dati, anomalie cardiache associate a duplicazione genica di tbx5 
sono state riportate in letteratura per pazienti affetti dalla sindrome di Holt-Oram 
(MCCorquodale et al., 1986; Hatcher and Basson, 2001) 
L’osservazione che, in zebrafish, la sovraregolazione di Tbx5 provochi difetti a 
livello della testa, e soprattutto a carico degli occhi, è più difficile da spiegare  in quanto 
non sono riportati difetti in questi distretti in mutanti heartstring. Tuttavia, Tbx5 si 
esprime nell’occhio d’individui wild type: la sua espressione compare a livello di 6-7 
somiti (12 hpf) nella metà temporale dei primordi dell’occhio e s’intensifica 
rapidamente allo stadio di 15-20 somiti (18-20 hpf) dove rimane confinata nella metà 
posteriore della retina (Begemann e Ingham, 2000). Analisi mediante PCR quantitativa 
realizzati nel nostro laboratorio hanno dimostrato che le microiniezioni del messaggero 
di tbx5 da noi effettuate causano un fortissimo aumento del messaggero di tbx5 durante 
le prime 15 ore; tra 15 e 20 ore il livello si abbassa e, a 48 ore, non è più distinguibile, 
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da quello di un embrione wild type. I nostri dati dimostrano quindi che, durante le prime 
ore di sviluppo, un forte aumento di Tbx5 con un pattern temporale e spaziale diverso 
da quello di controllo, in un distretto dove comunque Tbx5 si esprime e quindi i suoi 
target molecolari potrebbero essere presenti, può avere pesanti effetti sullo sviluppo 
dell’occhio. Viceversa, una riduzione di Tbx5 nella stessa area non sembra avere un 
grosso impatto suggerendo che, in questo distretto, Tbx5 possa attivare le sue funzioni 
più tardivamente.  
Queste osservazioni sono in linea con un altro risultato ottenuto nel corso di 
questo lavoro di tesi: l’evidenza che slit 2 è regolato da Tbx5 (Fig. 4.10 dei risultati) in 
accordo anche con quanto riportato nel modello di Holt-Oram in topo (Mori et al., 
2006). Dato che Slit 2 è molto espresso nelle regioni più anteriori della testa, come si 
nota anche nell’ibridazione in situ riportata in figura 4.10 dei risultati, è plausibile 
pensare che l’aumento di Tbx5 in quelle cellule con una tempistica scorretta, vada ad 
aumentare impropriamente l’ espressione di Slit 2. In un lavoro pubblicato nel 2001 è 
stato dimostrato come un aumento di Slit 2 in zebrafish generi embrioni con vari livelli 
di ciclopia evidente già a 16 ore dalla fecondazione (Yeo et al., 2001). 
Se l’espressione del gene slit2 è modulata da Txb5, è corretto pensare che anche 
il miRNA218, contenuto in uno dei suoi introni e che viene quindi processato alla pari 
del gene stesso, sia anch’esso regolato da Tbx5. Numerose evidenze sperimentali 
supportano questa relazione tra miR-218 e slit2 come già discusso nell’introduzione. 
La relazione tra il miRNA 218, i geni slit ed i geni robo  nello sviluppo cardiaco del 
pesce zebra è stata descritta in letteratura come già riportato nell’introduzione di questa 
tesi (Fish et al., 2011). Tuttavia ciò che viene mostrato nel lavoro è come una sua forte 
riduzione di questo microRNA causi malformazioni nello sviluppo del cuore. I dati 
ottenuti nel corso del nostro lavoro dimostrano l’esatto contrario. In tutti gli esperimenti 
eseguiti infatti non è mai stata notata nessuna anomalia fenotipica in generale, né più in 
particolare a livello di vasi o di cuore, in seguito alla microiniezione né dello stesso 
morfolino utilizzato da Fish et al. per ridurre il miR-218, né di un morfolino sempre 
diretto contro lo stesso miRNA ma con sequenza leggermente diversa. Questi dati, 
ottenuti micro iniettando centinaia di embrioni anche con background genetici diversi,  
suggeriscono che, al contrario di quanto pubblicato,  il miRNA 218 non sia presente o 
comunque non abbia un ruolo cruciale nelle primissime fasi di sviluppo dello zebrafish, 
il che rende totalmente vano un tentativo di knock-down, come dimostrato dagli 
esperimenti. Il dato riportato dagli autori (Fish et al.) che dimostra come il knockdown 
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del miR-218 rallenti la migrazione, è comunque in contrasto con tutti i dati in letteratura 
che dimostrano come un aumento del miR-218 correli con un rallentamento della 
migrazione sia nei tessuti tumorali (Martinez et al., 2008; Tie et al., 2010) che nello 
sviluppo in topo (Small, 2010). Inoltre questo dato è in contraddizione anche con altre 
osservazioni degli stessi autori. Fish et al., infatti dimostrano anche che:  
a) una riduzione di  slit2, e quindi del miR-218 in esso contenuto,  porta ad un 
aumento della migrazione;  
b) una riduzione di Robo1, che è un target del miR-218 (Small et al., 2010; 
Chedotal, 2010) e che quindi dovrebbe diminuire quando il miR-218 aumenta, 
causa rallentamento della migrazione;  
È invece catastrofica la sovra-regolazione, anche piccola, del miR-218 a stadi 
precoci, che causa negli embrioni, tra le 48 e le 72 ore, lo sviluppo di una morfologia 
cardiaca pesantemente disturbata, con serie malformazioni dell’atrio, del ventricolo, e 
della loro organizzazione nello spazio. Questo risultato non solo conferma l’ipotesi che 
il miRNA sia controllato da un fattore di trascrizione cardiaco, ma che anch’esso svolga 
un ruolo nell’organogenesi cardiaca.  
Queste affermazioni sono supportate dagli esperimenti di recupero funzionale che 
mostrano come gli effetti catastrofici di una sovra-regolazione di Tbx5 vengano 
parzialmente recuperati da una concomitante diminuzione del miRNA 218 (Tab. 4.5 e 
Fig 4.12, 4.13 dei risultati). 
Si può ipotizzare infatti che, se Tbx5 si avvale del miRNA 218 per controllare 
parte degli eventi morfogenetici cardiaci che da lui dipendono, i difetti cardiaci causati 
da una sovra-regolazione di Tbx5 (e quindi del miR-218) dovrebbero essere compensati 
da una coiniezione del morfolino contro il miR-218. Il morfolino infatti sequestra parte 
del miRNA maturo riportandone i livelli ad un valore circa ottimale, e quindi 
prevenendone gli effetti catastrofici dovuti al suo aumento. 
Al contrario, il rescue tentato in modo inverso rispetto a quello presentato nel 
precedente paragrafo, ovvero diminuendo Tbx5 tramite iniezione del morfolino e micro 
iniettando il miRNA 218 maturo, non dà risultati di recupero del fenotipo bensì aggrava 
le malformazioni nei trattati. Questo risultato tuttavia è in  accordo con le nostre 
precedenti osservazioni. Abbiamo infatti detto che l’assenza di effetti fenotipici a 
seguito dell’iniezione del  MO-218 si spiega ipotizzando che  probabilmente, a stadi 
molto precoci, il miR-218 non venga espresso o non abbia un ruolo importante. Questo 
significa che i danni cardiaci osservati a tempi precoci in seguito al knockdown di Tbx5 
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non sono neppure in parte dovuti ad una diminuzione del miR-218. Perciò non stupisce 
che, se si opera una coiniezione che causa un knockdown di Tbx5 ed un aumento del 
miR-218, si osservi un peggioramento del fenotipo in quanto si sommano i danni 
causati dalla  alterazione di entrambi i regolatori, miRNA e fattore di trascrizione.  
Infine con gli ultimi esperimenti riportati nella tesi si è voluto suggerire un 
probabile ruolo del miRNA 218 nei numerosi eventi e processi che portano alla corretta 
morfogenesi cardiaca. È mostrato infatti come, sebbene alcuni dei marcatori cardiaci 
fondamentali (notch, vmhc, amhc) si esprimano nella loro corretta posizione (Fig 4.17, 
4.18, 4.19 dei risultati), altri potrebbero risultare delocalizzati, nel tempo o nello spazio. 
Un esempio che è stato riportato riguarda il gene tie2 che, espresso nel canale atrio 
ventricolare in una condizione wild type, assume  una localizzazione diffusa negli 
embrioni iniettati con il miR-218 (Fig. 4.20 dei risultati). 
Possiamo dunque concludere che gli esperimenti condotti nel corso di questo 
lavoro di tesi confermano che Tbx5 è un fattore di trascrizione con un  ruolo chiave per 
il corretto sviluppo del cuore di zebrafish, che esso opera anche modulando i livelli di 
espressione di alcuni microRNA, e che il miRNA 218 è uno di questi. Inoltre gli 
esperimenti riportati suggeriscono che il  miR-218 inizia a svolgere il suo ruolo tra le 48 
e le 72 ore e che quindi una sua sovra-regolazione precoce può causare danni 
irreparabili allo sviluppo della morfogenesi cardiaca mentre una sua precoce sotto-
regolazione non sembra provocare  effetti dannosi significativi. Inoltre è probabile che  
le alterazioni del miRNA 218 vadano a deregolare l’espressione spazio temporale di un 
set genico più o meno vasto, di cui è stato identificato per adesso solo il gene tie2. 
Questo sarà un interessante argomento su cui proseguire le nostre indagini. 
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